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RESUMEN 
Los receptores de cannabinoides de tipo CB1 son los receptores acoplados a 
proteínas G más abundantes en el cerebro. Se localizan en la presinapsis, donde 
inhiben la liberación de neurotransmisor en las sinapsis excitatorias del SNC tanto a 
corto como a largo plazo. Los efectos a corto plazo se deben a la inhibición de la 
entrada de calcio mediada por los canales de calcio dependientes de voltaje, así como 
a la apertura de canales de potasio, lo que disminuye globalmente la excitabilidad de la 
neurona presináptica de forma transitoria (STD, Short-Term Depression). Los 
cannabinoides también inhiben la transmisión sináptica a largo a plazo LTD (Long-Term 
Depression) debido a la inhibición de la adenilato ciclasa (AC) y la disminución de los 
niveles de AMP cíclico (Heifets y Castillo, 2009). Esta disminución parece afectar a la 
maquinaria exocitótica de forma persistente. La inducción de la LTD requiere tiempos 
de activación del receptor CB1 mayores que los requeridos para la inducción de los 
fenómenos de STD (Chevaleyre y Castillo, 2003; Ronesi et al., 2004). Una de las 
regiones donde más se han estudiado los cambios duraderos en la transmisión 
sináptica por activación de receptores CB1 es en el cerebelo. Las sinapsis que forman 
las fibras paralelas de la células granulares con las células de Purkinje experimentan 
una forma de LTD dependiente de cannabinoides. La inducción de la LTD en estas 
sinapsis requiere una exposición prolongada al cannabinoide concomitante con la 
estimulación de la fibra aferente (Safo y Regehr  2005) mientras que el mantenimiento 
de la LTD parece requerir óxido nítrico (NO) generado en la presinapsis que difundiría 
hasta la postsinapsis manteniendo la LTP (Shibuki y Okada, 1991, Aiba et al., 1994).  
Trabajos previos de este laboratorio han mostrado una gran heterogeneidad en 
la respuesta exocitótica de sinapsis individuales a los cannabinoides. Si bien muchos de 
los botones sinápticos muestran una exocitosis fuertemente inhibida, en otra 
subpoblación de botones sinápticos los cannabinoides anulan por completo la 
respuesta exocitótica por lo que a estos botones sinápticos se les denomina silentes. 
Así, botones activos en términos de función presináptica pierden su capacidad de 
exocitosis tras la activación prolongada con el agonista cannabinoide. Estas sinapsis 
silentes se caracterizan por ser incapaces de liberar neurotransmisor tras la llegada de 
un potencial de acción pese a experimentar una entrada de calcio normal y contar con 
todas las proteínas de la maquinaria exocitótica (Cousin y Evans, 2011; Crawford y 
Mennerick, 2012).  
El objetivo de este estudio ha sido estudiar los mecanismos moleculares del 
silenciamiento inducido por la activación del receptor CB1 en neuronas granulares de 
cerebelo. Para ello hemos utilizado técnicas de imagen en célula viva que permiten la 
monitorización del ciclo vesicular. En algunos experimentos hemos utilizado la sonda 
fluorescente FM1-43, mientras que en la gran mayoría se ha empleado vGlut1-
pHluorina, una variante del trasportador vesicular de glutamato de tipo 1 unida a la 
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proteína verde fluorescente que al pH ácido intravesicular no emite señal, y sí lo hace 
cuando el pH es neutro, esto es durante la exocitosis de dicha vesícula. 
Experimentos en células transfectadas con vGlut1-pHluorina demostraron que 
la inhibición de la adenilato ciclasa con SQ22536 incrementa el porcentaje de botones 
silentes y ocluye el silenciamiento producido por el tratamiento con HU210, indicando 
que la disminución en los niveles de AMPc parece ser responsable del silenciamiento.  
 
Observamos que el proceso del silenciamiento es un fenómeno reversible ya 
que 20 minutos después de inducir el silenciamiento los botones sinápticos silenciados 
son capaces de responder a la estimulación con la exocitosis de neurotransmisor. 
También hemos encontrado que el endocannabinoide 2-AG (2-araquidonilglicerol), 
junto con un inhibidor de la monoacilglicerol lipasa como JZL184 para impedir su 
degradación, es capaz de inducir el silenciamiento presináptico, lo que sugiere la 
posible relevancia fisiológica de este fenómeno.  
Resultados previos del laboratorio habían mostrado que el silenciamiento es 
independiente de la PKA (Ramirez-Franco et al., 2014). Esta nueva vía parece implicar a 
la proteína Epac, factor intercambiador de nucleótidos de guanina dependiente de 
AMPc, que es una diana de AMPc alternativa a la vía PKA. Epac presenta dos isoformas, 
Epac1 con una baja expresión en el SNC, y Epac2 que se expresa abundantemente en 
el cerebro incluido el cerebelo (Kawasaki et al., 1998). Para explorar el papel de la Epac 
en el silenciamiento presináptico, usamos siARN de la isoforma 2 e inhibición 
farmacológica de la misma. En estos experimentos encontramos que la supresión de la 
expresión de Epac2, al igual que la inhibición mediante ESI-05, anuló el efecto del 
activador específico de Epac 8pCpt para prevenir y revertir la inducción del 
silenciamiento, demostrando la implicación de esta isoforma en el silenciamiento 
presináptico inducido por los cannabinoides. 
Las proteínas EPAC están implicadas en la potenciación de la liberación de 
neurotransmisor dependiente de AMPc (Gekel y Neher, 2003), así como en la 
potenciación de liberación de glutamato dependiente del receptor β-adrenérgico 
(Ferrero et al., 2013). Con el propósito de estudiar la posible implicación de la PLCε en 
el silenciamiento usamos un inhibidor de la PLC. Así, observamos que la incubación con 
el inhibidor U73122 revirtió completamente capacidad de 8pCpt para prevenir y 
revertir el silenciamiento inducido por los cannabinoides. Así, la actividad de PLC 
parece estar implicada en la vía de señalización activada por el receptor CB1 para 
silenciar los botones sinápticos.  
Finalmente hemos encontrado que el silenciamiento presinaptico inducido por 
cannabinoides se asocia a un bajo contenido en la proteína de la zona activa RIM1α y a 
un alto contenido en receptor CB1. Para profundizar en el papel de RIM1α en el 
silenciamiento realizamos cultivos de células granulares de cerebelo que procedían de 
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ratones carentes de esta proteína. Hemos encontrado que células que carecen de RIM 
1α tienen más botones silentes en condiciones basales que las células control y que el 
silenciamiento aumenta significativamente tras el tratamiento con HU210. Además, los 
botones silentes como consecuencia de la carencia RIM1α son insensibles a la 
activación de la proteína Epac por 8pCpt, sugiriendo que esta proteína se sitúa en 
alguna etapa anterior de las proteínas RIM en la cascada de señalización. 
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SUMMARY 
Cannabinoid type 1 receptors (CB1R) are one of the most abundant G protein-
coupled receptors in the brain. They mediate short-term retrograde inhibition of 
neurotransmitter release, as well as long-term depression of synaptic transmission at 
excitatory synapses. The short-term depression (STD) effects are due to the inhibition 
in Ca2+ influx through voltage-gated calcium channels and the opening of potassium 
channels, which both reduce neuronal excitability. Long-term depression (LTD) is 
related to adenylate cyclase (AC) inhibition and decrease in cAMP levels (Heifets and 
Castillo, 2009), which targets the exocytotic machinery. LTD induction requires longer 
CB1R activation than STD (Chevaleyre and Castillo, 2003; Ronesi et al., 2004). Long-
term effects of CB1R have been extensively studied in cerebellum. Synapses 
established between parallel fibers of cerebelar granule cell and Purkinje cells undergo 
cannabioid-induced LTD. Its induction requires prolonged exposure to cannabinoids 
simultaneous to parallel fiber stimulation (Safo and Regehr 2005) and its maintenance 
seems to be dependent on nitric oxide (NO) which is generated in the presynaptic 
compartment and diffuses to the postsynapsis sustaining LTD (Shibuki and Okada, 
1991, Aiba et al., 1994). 
Previous work in the laboratory has demonstrated that synaptic boutons 
respond in a heterogeneous way to cannabinoids. More of the boutons show inhibited 
exocytotic response but a subpopulation of synaptic boutons that were previously 
active do not respond to depolarization behaving as silent boutons. Presynaptically 
silent boutons are synapses containing full complement of exocytotic release proteins 
that fail to release neurotransmitter in response to a strong depolarization and 
Ca2+ influx (Cousin and Evans, 2011; Crawford and Mennerick, 2012).  
The purpose of this work has been to study the molecular mechanisms behind 
CB1-activation-dependent presynaptic silencing in cerebelar granule cells. We have 
used live cell imaging techniques which allow vesicular cycle monitoring. Some 
experiment have been performed with FM1-43 fluorescent dye, while most of them 
have been performed with vGlut1-pHluorin, a pH-sensitive form of green fluorescent 
protein (GFP) fused to the luminal side of the glutamate vesicular transporter. Its 
fluorescence is dim upon acidification of the synaptic vesicle, but increases during 
vesicular fusion. 
Adenylyl cyclase inhibitor SQ22536 increased the number of silent synaptic 
boutons in vGlut1-pHluorin transfected cells and occluded the ability of HU210, to 
induce further silencing, suggesting that CB1R-induced silencing caused by the 
decrease in cAMP levels. 
We observed that presynaptic silencing is a transient phenomenon as after 
20min of the agonist withdrawal silent boutons became active. We also have shown 
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that 2-AG treatment combined with the monoacil glycerol lipase (MGL) inhibitor 
JZL184 induces presynaptic silencing indicating the possible physiological role of the 
process.  
Previous results have shown that presynaptic silencing does not involve protein 
kinase A (PKA) (Ramírez-Franco et al., 2014). This pathway seems to involve Epac 
proteins, a guanine nucleotide exchange factors, activated by cAMP. There are two 
genes and Epac1 and Epac2 proteins are widely expressed throughout the brain 
(Kawasaki et al., 1998), being Epac2 abundant in the cerebellum. To assess the role of 
Epac2 in cannabinoid-induced silencing we used a siRNA of Epac2 and the recently 
developed selective Epac2 inhibitor ESI-05. These experiments showed that Epac2 
expression suppression and pharmacological inhibition both abolished the ability of 
8pCpt to prevent and revert presynaptic silencing, indicating Epac2 implication in 
HU210 induced silencing. 
Epac proteins mediate cAMP-dependent enhancement of synaptic transmission 
(Gekel and Neher 2008), as well as the β-AR-dependent potentiation of glutamate 
release (Ferrero et al., 2013). To determine whether PLC signals downstream of Epac2 
we used the PLC inhibitor U-73122. We observed that U-73122 fully abolished the 
ability of 8pCpt to prevent HU210 induced silencing, consistent with PLC involvement 
in presynaptic silencing. 
Finally we have found that cannabinoid-induced silencing is related to low 
RIM1α and high CB1R levels. To further explore RIM1α role in silencing we performed 
experiments in cerebellar granule cells from wild type, knock out and knock out rescue 
mice. The lack of RIM1α increased the proportion of basally silent nerve terminals and 
HU210 further increased this proportion. Treatment with 8pCpt did not affect the high 
level of basally silent synaptic boutons in RIM1α KO cells, indicating that Epac2 
proteins act upstream of RIM1α. 
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I INTRODUCCIÓN 
 
1. El cerebelo 
 
 El nombre de cerebelo proviene del latín y significa cerebro pequeño, ya que 
constituye sólo el 10% del volumen total del cerebro. Sin embargo, el cerebelo 
contiene más de la mitad de todas las neuronas cerebrales. La estructura del cerebelo 
está organizada de una forma muy regular con las neuronas agrupadas en unidades 
repetitivas representando cada una un módulo de circuito básico (Kandel et al., 2000). 
El cerebelo funciona como un centro que ajusta o refina el movimiento, evaluando las 
discrepancias o diferencias entre la intención y la acción. Por un lado, recibe 
información descendente de la orden emitida por la corteza motora y por otro lado 
recibe información ascendiente propioceptiva. Así pues, el cerebelo compara la 
intención de movimiento con el movimiento que se está realizando. El cerebelo no 
sólo participa en la regulación de las funciones motoras, posturales o de equilibrio, 
además modula funciones sensoriales o cognitivas en base a su conexión con regiones 
corticales implicadas en el aprendizaje, la percepción sensorial y las emociones 
(D'Angelo y Casali 2012). 
 
1.1.  Estructura y función  
 
 El cerebelo ocupa la mayor parte de la fosa craneal posterior y está constituido 
por la sustancia gris externa o corteza cerebelosa, la sustancia blanca en la parte 
interna que contiene los tractos aferentes y eferentes, y tres pares de núcleos 
profundos: fastigial, interpuesto (constituido a su vez por los núcleos globosos y 
emboliforme) y dentado (Kandel et al., 2000; Jacobson y Marcus 2008). El cerebelo 
está conectado al tronco encefálico mediante tres pares de tractos simétricos o 
pedúnculos cerebelosos: inferior, medio y superior. Por el pedúnculo cerebeloso 
inferior trascurren mayoritariamente aferencias ascendentes homolaterales de 
información propioceptiva (tracto espino-cerebeloso e información desde el núcleo 
inferior de la oliva). El pedúnculo cerebeloso medio representa la entrada de 
aferencias cortico-pontino-cerebelares con información motora de la corteza. El 
pedúnculo cerebelar superior contiene la mayoría de proyecciones eferentes 
ascendentes. 
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Figura I-1. Estructura del cerebelo. A) Vista dorso-posterior de cerebelo de rata que muestra sus principales 
subdivisiones anatómicas. Se ve la organización bilateral y la línea media (línea discontinua) que separa el vermis en 
dos mitades con un hemisferio a cada lado. Corte sagital medial con la organización en lóbulos del cerebelo. B) 
Citoarquitectura básica del cerebelo. Se observan las diferentes capas y las células características de cada una de 
ellas, así como las principales vías eferentes y aferentes. Modificado de (Cerminara et al., 2015). 
 
La estructura del cerebelo es relativamente sencilla, comprendiendo 3 capas: la 
molecular, la de las células de Purkinje y la de las células granulares que en conjunto 
alojan 5 tipos principales de neuronas (Figura I-1). Las neuronas inhibidoras son las 
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células estrelladas, las células en cesta, las células de Purkinje y las neuronas de Golgi, 
mientras que las células granulares constituyen las neuronas excitadoras. 
 La capa más externa o capa molecular contiene los somas de dos tipos de 
interneuronas inhibidoras: las células estrelladas y las células en cesta, que se 
encuentran rodeadas por los axones excitadores de las células granulares y las 
dendritas de las células inhibitorias de Purkinje, cuyos somas se encuentran en la capa 
más interior. Los axones de las células granulares en esta capa se disponen de forma 
paralela al eje de las circunvoluciones y por ello se denominan fibras paralelas. Las 
dendritas de las neuronas de Purkinje se sitúan de manera perpendicular a estos 
axones (Kandel et al., 2000). En este trabajo se ha utilizado un cultivo de células 
granulares que constituye el elemento presináptico de la sinapsis que se establece 
entre las fibras paralelas y las dendritas de las células de Purkinje. 
 Debajo de la capa molecular se encuentra la capa de las células de Purkinje, que 
contiene los somas de estas neuronas. Las células de Purkinje tienen somas 
relativamente grandes y una arborización dendrítica robusta que penetra en la capa 
molecular. Sus axones proyectan en la materia blanca subyacente hasta los núcleos 
cerebelares o vestibulares profundos, representando la salida de información de la 
corteza cerebelosa. Esta salida es completamente inhibidora, por lo tanto mediada por 
el neurotransmisor ácido γ-amino butírico (GABA). 
 La capa más interna o capa granular contiene un alto número de somas de las 
células granulares y algunas células de Golgi. Las neuronas granulares son las neuronas 
de menor tamaño (<10μm) a la vez que las más numerosas en el cerebro (alrededor de 
1011 células). Las fibras trepadoras, que son la mayoría de las aferencias del cerebelo, 
terminan en esta capa. Los terminales de las fibras trepadoras contactan con las 
dendritas de las células granulares y las neuronas de Golgi en estructuras denominadas 
glomérulos cerebelosos (Ramón y Cajal 1899; Palkovits et al., 1971; Ito 1984). 
1.2. Vías de señalización 
 
 El cerebelo recibe dos tipos principales de aferencias las fibras musgosas y las 
fibras trepadoras (Figura I-1) (Kandel et al., 2000). Las primeras tienen su origen en 
núcleos de la médula espinal y del tronco encefálico y llevan información sensorial de 
la periferia, así como de la corteza cerebral. Forman sinapsis excitadoras con las 
dendritas de las células granulares en la misma capa granular. Los axones de las 
neuronas granulares atraviesan la capa de las células de Purkinje y la capa molecular 
hasta establecer sinapsis con las dendritas de dichas células en el mismo plano 
transversal. Las fibras trepadoras se originan en el núcleo inferior de la oliva y llevan 
información somatosensorial, visual o cortical. Los axones de estas neuronas 
envuelven los somas de las células de Purkinje y establecen numerosas sinapsis con las 
dendritas de dichas células a nivel de la capa molecular. Cada neurona de Purkinje 
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recibe información de una única fibra trepadora, mientras que cada fibra trepadora 
contacta con hasta 10 células de Purkinje. Así, la entrada de la información excitadora  
en el cerebelo activa tanto a las neuronas de los núcleos cerebelares profundos como 
a las neuronas granulares. Estas a su vez excitan a las células de Purkinje, cuya función 
es inhibir a las neuronas de los núcleos cerebelares profundos. De esta manera se lleva 
a cabo un refinamiento de la información eferente sobre las neuronas de los núcleos 
cerebelosos (Hashimoto y Hibi 2012). Se cree que el núcleo inferior de la oliva puede 
ser activado cuando se lleva a cabo una acción errónea, activando posteriormente por 
medio de las fibras trepadoras a las neuronas de Purkinje correspondientes (D'Angelo 
y Casali 2012). Esto tendría como resultado final la inhibición de los núcleos profundos 
del cerebelo, por lo que se podría decir que el núcleo olivar inferior funciona como 
detector de errores. 
 La actividad de las células de Purkinje es inhibida por las interneuronas 
estrelladas, en cesta y de Golgi. Los axones de las células estrelladas contactan con las 
dendritas de las células de Purkinje que las rodean, mientras que los axones largos de 
las células en cesta transcurren de forma perpendicular a las fibras paralelas y forman 
sinapsis con las de Purkinje de forma anterior y posterior al haz de fibras paralelas. 
 
2. La sinapsis glutamatérgica 
 
2.1.  La sinapsis 
 
 La función cerebral depende de la comunicación rápida que se establece entre 
los miles de millones de neuronas que constituyen el cerebro. Esta comunicación 
interneuronal se establece en uniones altamente especializadas denominadas sinapsis. 
Se conocen dos formas de comunicación entre neuronas, las sinapsis eléctricas y las 
sinapsis químicas.  
 Las sinapsis eléctricas transmiten corrientes iónicas de forma directa, ya que 
existe una comunicación entre los citoplasmas de ambas células por medio de uniones 
intercelulares o uniones de hendidura (en inglés gap junction) que permiten el paso de 
los iones (Kandel et al., 2000; Tresguerres et al., 2005). En general la comunicación en 
las sinapsis eléctricas es bidireccional. Debido a esta conexión, la despolarización entre 
ambas células se transmite de forma prácticamente instantánea, sin retraso sináptico 
(Cardinali 2007). Así, las sinapsis eléctricas se caracterizan por su alta velocidad de 
transmisión de la señal y por poder disparar sus potenciales de acción de forma 
sincronizada. En la mayoría de casos estas sinapsis se localizan en circuitos neuronales 
donde la velocidad o la sincronización son de especial importancia. Las sinapsis 
eléctricas suelen encontrarse en organismos considerados menos evolucionados, 
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aunque también se han descrito en algunas regiones y en redes de interneuronas 
GABAérgicas del cerebro de mamíferos. 
 En las sinapsis químicas la información se transmite de forma unidireccional e 
indirecta, por medio de un mensajero químico o neurotransmisor. En este tipo de 
sinapsis existe una discontinuidad espacial de unos 30nm (Cowan et al., 2001) entre las 
neuronas pre- y postsináptica, denominada hendidura sináptica, donde se libera el 
neurotransmisor. Tras la llegada del potencial de acción a la neurona presináptica, 
debido al cambio de polaridad de la membrana, se abren los canales de calcio 
dependientes de voltaje, permitiendo la entrada de Ca2+ que dispara la fusión de las 
vesículas sinápticas con la membrana plasmática y la liberación del neurotransmisor. 
Por tanto, la señal eléctrica que llega a la neurona presináptica se convierte en una 
señal química que es transmitida a la neurona postsináptica. En este proceso además 
se da una amplificación de la señal, dado que un potencial de acción puede provocar la 
liberación de múltiples vesículas sinápticas, que contienen unas 4000 moléculas de 
neurotransmisor, en el caso de las sinapsis glutamatérgicas, que a su vez pueden 
activar múltiples receptores postsinápticos. El neurotransmisor activa receptores 
específicos en la neurona postsináptica, produciendo una despolarización de la misma 
en el caso de un neurotransmisor excitador o una hiperpolarización si el 
neurotransmisor es inhibidor. La neurona postsináptica integra estas señales en una 
base temporal y espacial y si la despolarización resultante alcanza un determinado 
umbral la neurona postsináptica dispara un potencial de acción que se propaga por la 
red de neuronas (Sudhof 2004). Para terminar la transmisión sináptica los 
neurotransmisores son inactivados por degradación enzimática o por recaptación por 
los transportadores de las células gliales y de las neuronas pre- y postsináptica. En las 
sinapsis químicas existe por tanto, un retraso sináptico entre la llegada de un potencial 
de acción a la neurona presináptica y la detección de la señal eléctrica en la neurona 
postsináptica que puede oscilar ampliamente entre sinapsis pero que en las sinapsis 
glutamatérgicas es alrededor de un milisegundo. Las sinapsis químicas son altamente 
modulables tanto por mecanismos presinápticos que regulan la probabilidad de 
liberación de neurotransmisor, como por mecanismos postsinápticos que modifican el 
número de receptores en la superficie de la neurona (Koester y Johnston 2005). 
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2.2.  La sinapsis glutamatérgica 
 
 El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso 
central de los mamíferos y las sinapsis glutamatérgicas participan en importantes 
procesos fisiológicos de transmisión y plasticidad sinápticas, memoria y aprendizaje, 
migración celular, etc. La desregulación en la trasmisión glutamatérgica se ha 
relacionado con diversas patologías como la isquemia cerebral, enfermedades de 
Alzheimer, Huntington y Parkinson, así como la esclerosis lateral amiotrófica (ELA). El 
cerebro contiene una alta concentración de glutamato que en el citoplasma neuronal 
es de 5-10mM (Ottersen et al., 1990; Ottersen et al., 1992; Danbolt 2001) siendo aún 
mayor en los terminales axónicos (Ottersen 1989). La enzima de los botones sinápticos 
glutaminasa es responsable de la síntesis de la mayor parte del glutamato. Alrededor 
de un 40% del glutamato es sintetizado a partir de la glutamina, mediante la hidrólisis 
de su cadena lateral por la glutaminasa presente en las mitocondrias de los botones 
sinápticos. Los astrocitos que rodean las sinapsis son los que proporcionan la 
glutamina necesaria para esta reacción por conversión del glutamato sináptico captado 
por los transportadores gliales de este aminoácido en glutamina por la enzima 
glutamina sintetasa (Martinez-Hernandez et al., 1977; Norenberg 1979; Derouiche y 
Frotscher 1991; Eid et al., 2013). La otra fuente de glutamato es el α-cetoglutarato del 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos mediante la transaminación del mismo. El glutamato 
citoplasmático se concentra aún más dentro de las vesículas sinápticas (hasta 100mM) 
mediante transportadores vesiculares específicos de glutamato o vGluts (del inglés 
Vesicular Glutamate Transporter). Estos transportadores acumulan glutamato gracias 
al gradiente electroquímico de protones generado por la bomba de protones v-ATPasa 
utilizando sobre todo el componente eléctrico del mismo (Blakely y Edwards 2012). 
Existen 3 transportadores específicos de glutamato: vGlut1 (Takamori et al., 2000), 
vGlut2 (Aihara et al., 2000; Takamori et al., 2001) y vGlut3 (Fremeau et al., 2002; 
Schafer et al., 2002). Una vez liberado en la hendidura sináptica por exocitosis tras la 
llegada de un potencial de acción el glutamato activa receptores situados en la 
membrana postsináptica y presináptica. 
 
 Existen dos tipos receptores de glutamato: los receptores ionotrópicos (iGluR) y 
los receptores metabotrópicos (mGluR). Los receptores ionotrópicos, son canales 
iónicos multiméricos, activados por la unión de glutamato. Cuando el glutamato se une 
a los dominios extracelulares de las subunidades iGluR el receptor experimenta un 
cambio conformacional para permitir el flujo de cationes a través de la membrana, lo 
cual normalmente causa la despolarización de la neurona postsináptica. Son de tres 
tipos (Hollmann y Heinemann 1994), receptores sensibles: a ácido N-metil-D-aspártico 
(NMDA), a α-amino-hidroxi-5metilisoxazolil-4-propionato (Valtorta et al., ) y a kainato. 
La localización de los receptores NMDA y AMPA es predominantemente postsináptica, 
mientras que los de kainato se encuentran tanto a nivel pre-, como postsináptico 
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(Lerma 2003). Los receptores NMDA activan canales permeables a Na+ y K+, además de 
a Ca2+. Los receptores NMDA presentan varias propiedades, como por ejemplo, la 
necesidad de glicina como cofactor para la apertura del canal (Johnson y Ascher 1987), 
aunque en condiciones normales la concentración de glicina en el medio extracelular 
podría ser suficiente para la actividad del receptor. Otra característica fundamental es 
que la apertura del canal también depende del potencial de membrana, ya que en 
condiciones de reposo (potencial de membrana de -65mV) el Mg2+ extracelular 
bloquea el canal impidiendo el flujo de iones (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984; 
Nicoll 2003; Citri y Malenka 2008). Así, sólo cuando la membrana se despolariza tras la 
activación de los receptores AMPA o de kainato, el Mg2+ es expulsado permitiendo el 
flujo iónico. De este modo los receptores NMDA actúan como detectores de 
coincidencia de la despolarización de la membrana y la liberación de glutamato (Citri y 
Malenka 2008). Por tanto, la función de los receptores AMPA es producir una rápida 
despolarización de la célula postsináptica, mientras que las corrientes de Ca2+ 
mediadas por los receptores NMDA están implicadas en fenómenos de plasticidad 
sináptica (Citri y Malenka 2008). 
 
 Los receptores de glutamato sensibles a kainato modulan la actividad neuronal 
por medio de la regulación de la conductancia iónica y de la modulación de la 
liberación de neurotransmisores tanto excitadores como inhibidores (Pinheiro y Mulle 
2006). La inhibición de la liberación de GABA es por un mecanismo de señalización 
metabotrópico que implica a proteínas G (Rodriguez-Moreno y Lerma 1998; Lerma 
2003; Rozas et al., 2003). Los receptores NMDA generan corrientes más prolongadas 
que los receptores AMPA o kainato, permitiendo así una entrada de Ca2+ que inicia 
cascadas dependientes de Ca2+ intracelular que dan lugar a cambios en la expresión 
genética y en la fuerza sináptica, que se manifiesta en fenómenos de plasticidad que 
son la base del aprendizaje y memoria (Monaghan et al., 1989; Whitlock et al., 2006; 
Citri y Malenka 2008; Kerchner y Nicoll 2008). 
 
Los receptores metabotrópicos son receptores con 7 dominios transmembrana 
que están acoplados a proteínas G heterotriméricas. Estos realizan sus funciones por 
medio de la modulación de la producción de segundos mensajeros y de la regulación 
de la fosforilación de proteínas, o por modulación directa de canales de Ca2+ o K+. En 
los mamíferos hay tres grupos de receptores metabotrópicos de glutamato: I, II y III 
donde se integran los 8 receptores mGlu clonados. Los receptores mGlu del tipo I se 
localizan principalmente a nivel postsináptico y activan a la fosfolipasa C (PLC), 
mientras que los del tipo II, que se localizan pre- y postsinápticamente, y los del grupo 
III, que se localizan preferentemente en la presinápsis, inhiben la adenilato ciclasa 
modificando los niveles de AMPc de la célula (Conn y Pin 1997; Niswender y Conn 
2010).  
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Los transportadores de glutamato son los encargados de terminar la acción 
sináptica de este neurotransmisor y de mantener, por tanto,  los niveles extracelulares 
de este aminoácido por debajo de niveles que puedan ser tóxicos para las neuronas. 
(Choi 1992; Danbolt 2001). Los transportadores de glutamato promueven la entrada a 
la célula de un glutamato, 3Na+ y 1H+,mientras que sale un K+, son pues electrogénicos 
y se expresan mayoritariamente en astrocitos, aunque también lo hacen en neuronas. 
Se han clonado 5 transportadores de glutamato denominados EAAT1-5 (del inglés 
Excitatory Aminoacid Transporters). Los EAAT1-2 se expresan en la glía (Regan et al., 
2007) aunque EAAT2 se localizan también en terminales presinápticos. Los 
transportadores EAAT3-5 se expresan en neuronas postsinápticas, si bien la expresión 
de los EAAT4 y 5 se limita a las células de Purkinje del cerebelo y la retina, 
respectivamente (Gegelashvili y Schousboe 1997; Seal y Amara 1999). 
 
2.3.  El terminal sináptico 
 
2.3.1. La zona activa 
 
 El término zona activa hace referencia a la región de la membrana presináptica 
que está especializada en la fusión de las vesículas para la liberación del 
neurotransmisor de manera calcio-dependiente (Couteaux y Pecot-Dechavassine 
1970). Está compuesta por una matriz de proteínas no solubles en detergentes, que 
hace que esta región sea ligeramente más electrodensa. En el SNC de vertebrados las 
zonas activas tienen forma discoidal con un diámetro de 0,2-0,5μm (Südhof 2012). Las 
zonas activas tienen varias funciones en relación con la liberación del neurotransmisor. 
En primer lugar albergan la maquinaria exocitótica, que permite la colocación de las 
vesículas sinápticas (SVs) en las proximidades de la membrana presináptica, la 
preparación de las mismas para la fusión y últimamente la fusión y exocitosis de 
neurotransmisor. Además, ayudan a reclutar los canales de calcio dependientes de 
voltaje próximos a las VSs lo que permite el acoplamiento entre la entrada de Ca2+ y la 
exocitosis. El núcleo de la zona activa se compone de 5 proteínas principales altamente 
conservadas a nivel evolutivo (Südhof 2012): RIM, Munc13, RIM-BP, α-liprinas y 
ELKS/CAST. Además de las proteínas antes mencionadas, Piccolo y Bassoon 
conformarían la citomatriz de la zona activa (tom Dieck et al., 1998; Wang et al., 1999; 
Limbach et al., 2011). 
 
 Las RIM (del inglés, Rab3 Interacting Molecules, moléculas de interacción con 
Rab3) son proteínas multiméricas con 5 dominios bien diferenciados (Figura I-2): un 
dominio N-terminal de tipo dedo de Zn2+ que incluye una secuencia de unión a Rab3, 
un dominio PDZ central, dos dominios C-terminales de tipo C2, C2A y C2B  que no unen 
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calcio ni fosfolípidos y que flanquean una secuencia de interacción SH3 rica en prolina 
(PxxP) altamente conservada (Wang y Sudhof 2003). En vertebrados existen 4 genes, 
de los cuales únicamente RIM1α and RIM2α contienen todos los dominios antes 
mencionados. RIM1β carece de la hélice α del dominio N-terminal (Kaeser et al., 2008), 
mientras que RIM2β carece completamente de este dominio y RIM2γ contiene 
únicamente la secuencia C2B precedida por una secuencia corta (Wang et al., 2000; 
Wang y Sudhof 2003). Por último, los genes RIM3 y RIM4 codifican sólo las isoformas 
RIM3γ y RIM4γ, respectivamente, que tienen los mismos dominios que RIM2γ. 
 
Figura I-2. Dominios estructurales de las proteínas presinápticas RIM y Munc13. Se observan los dominios 
principales de cada una de ellas y los elementos con los cuales interaccionan. Modificado de (Südhof 2012). 
 
 Las proteínas RIM son un componente central de la presinapsis ya que 
interaccionan directa o indirectamente con la mayoría de las proteínas de la zona 
activa. Mediante la estructura de dedo de Zn2+ del dominio N-terminal las proteínas 
RIM se unen a la región C2A de Munc13-1 y ubMunc13-2, mientras que las hélices α 
que rodean al mismo se unen a Rab3 y Rab27 de manera GTP-dependiente (Wang et 
al., 1997; Wang et al., 2000). Únicamente las isoformas largas, es decir RIM1α y 
RIM2α, son capaces de unir tanto Rab3 y Rab27, como Munc13-1. Este complejo 
heterotrimérico entre RIM, Munc13 y Rab3 o Rab27 es el que podría acercar las 
vesículas a la membrana plasmática (Dulubova et al., 2005) siendo así responsable del 
proceso de amarre o anclaje de las mismas (Gracheva et al., 2008; Kaeser et al., 2011). 
RIM por medio de este dominio tipo dedo de Zn2+ interacciona con el dominio C2A de 
Munc13 compitiendo con la formación del homodímero autoinhibitorio de Munc13 
(Betz et al., 2001; Dulubova et al., 2005; Deng et al., 2011). Esta interacción ayuda 
probablemente a la localización de Munc13 en la membrana plasmática, ya que los 
ratones carentes de las isoformas de RIM que tienen el dominio dedo de Zn2+ 
muestran un incremento en la solubilidad de Munc13 (Schoch et al., 2002; Schoch et 
al., 2006; Kaeser et al., 2008; Deng et al., 2011). Por tanto, RIM ayuda a formar un 
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heterodímero RIM/Munc13 activo que permite la función de Munc13 (Lu et al., 2006; 
Kaeser et al., 2011), esto es promover la conformación abierta de sintaxina y por tanto 
la formación del complejo SNARE (Richmond et al., 2001; Ma et al., 2011). 
 
 Las proteínas RIM ayudan a localizar los canales de calcio voltaje dependientes 
en la zona activa (Kaeser et al., 2011) mediante interacciones directas e indirectas. El 
dominio C2B carboxilo terminal de las isoformas largas y cortas de RIM interacciona 
con la subunidad β4 presente en todos los tipos de canales de Ca2+ (Kiyonaka et al., 
2007; Uriu et al., 2010). Por su dominio PDZ central RIM interacciona con secuencias 
citoplasmáticas del carboxilo terminal de los canales de Ca2+ del tipo P/Q y N aunque 
no L y T (Kaeser et al., 2011). En este sentido se ha observado que las sinapsis con RIM 
carente del dominio PDZ contienen menos canales de Ca2+ presinápticos, tienen un 
mayor requerimiento de Ca2+ extracelular y muestran una desincronización entre la 
entrada de Ca2+ y la exocitosis (Kaeser et al., 2011). Mediante sus dominios C2A y C2B 
RIM interacciona con la subunidad α1B de los canales del tipo N (Coppola et al., 2001). 
Además de la unión directa con los canales de Ca2+, las proteínas RIM también se unen 
a los mismos por medio de la proteína RIM-BP (del inglés RIM-Binding Protein, 
proteína de unión a RIM), por la secuencia rica en prolina, ayudando a localizar a los 
canales de Ca2+ en la zona activa (Figura I-3). Las proteínas RIM también interaccionan 
por sus dominios PDZ con otras proteínas de la zona activa como las proteínas 
ELKS/CAST (Lu et al., 2005). 
 Las proteínas RIM tienen un papel muy importante en la liberación basal de 
neurotransmisores. En C. elegans la ausencia de la proteína UNC10/RIM reduce la 
frecuencia de los mEPSCs así como la respuesta inducida por despolarización (Koushika 
et al., 2001). En mamíferos, se ha descrito que el ratón KO para RIM1α muestra una 
disminución del RRP y de la probabilidad de liberación (Kaeser et al., 2008). El doble KO 
para RIM1α y RIM2α  muestra defectos en el RRP, en la frecuencia de los mEPSCs, en la 
amplitud de las respuestas inducidas, y una desincronización entre la entrada de Ca2+ y 
la exocitosis (Kaeser et al., 2011). La importancia de las funciones que ejercen las 
proteínas RIM, se pone de manifiesto en la letalidad del doble KO de RIM1α y RIM2α 
(Schoch et al., 2006). Además de su papel en la liberación basal de neurotransmisores, 
las proteínas RIM se han relacionado con fenómenos de plasticidad a corto y largo 
plazo dependientes de AMPc (Kaeser y Sudhof 2005; Mittelstaedt et al., 2010). El ratón 
KO para RIM1α muestra deficiencias en fenómenos de STP (del inglés Short-Term 
Potentiation) tanto en rodajas de hipocampo (Schoch et al., 2002) como en cultivos 
autápticos de neuronas de hipocampo (Calakos et al., 2004). La proteína RIM1α es 
importante para la LTP dependiente de AMPc de las fibras musgosas del hipocampo y 
del cerebelo (Castillo et al., 2002; Huang et al., 2005). RIM1α también es importante 
en los procesos de plasticidad en sinapsis inhibidoras (Kaeser et al., 2008). Se ha 
demostrado que el receptor CB1 presente en el hipocampo inhibe la formación de 
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AMPc, evitando la LTP dependiente de RIM y dando lugar a LTD (Chevaleyre et al., 
2007). 
 Las proteínas de la zona activa Munc13 (del inglés, Mammalian homologue of 
UNCoordinatedphenotype13 de C. elegans) son esenciales para la preparación de las 
vesículas sinápticas para la fusión (Augustin et al., 1999; Varoqueaux et al., 2002) que 
además median mecanismos de plasticidad dependientes de diacilglicerol (Betz et al., 
1998; Rhee et al., 2002). Las proteínas Munc-13 están codificadas por 4 genes: 
Munc13-1, Munc13-2, Munc13-1 y Munc13-4. Estos genes codifican las proteínas 
Munc13-1; las variantes de proceso alternativo bMunc13-2 y ubMunc13-2, isoformas 
asociadas al cerebro y ubicua, respectivamente; Munc13-3 y Munc13-4, que se expresa 
solamente en células secretoras periféricas (Brose et al., 1995; Koch et al., 2000). La 
isoforma Munc13-1 se expresa en todo el cerebro con mayores niveles de expresión en 
bulbo olfatorio, estriado, corteza cerebral, hipocampo y cerebelo. Munc13-2 abunda 
en bulbo olfatorio, corteza cerebral, e hipocampo, mientras que Munc13-3 se localiza 
en cerebelo y tronco encefálico (Augustin et al., 1999). Las proteínas Munc13 se 
asocian a membranas  por unión del diacilglicerol y translocación a la misma (Betz et 
al., 1998; Rhee et al., 2002). Además Munc13 interacciona con fosfolípidos de la 
membrana (Shin et al., 2010). La interacción con RIM lleva a la proteína a la 
localización en la membrana ya que los KO de las distintas proteínas RIM aumentan la 
solubilidad de Munc13 (Schoch et al., 2002; Schoch et al., 2006; Kaeser et al., 2008; 
Deng et al., 2011). 
 Estructuralmente, la región N-terminal de Munc13-1 y ubMunc13-2 contiene 
un dominio C2A que no une Ca2+ y una secuencia larga de función desconocida, 
seguida por una secuencia central de unión a calmodulina y un dominio C1 que une 
diacilglicerol (Figura I-2). Por lo contrario, las isoformas bMunc13-2 y Munc13-3 tienen 
una región N-terminal diferente y de mayor longitud situada corriente arriba del 
dominio C1, ya que carecen de los dominios de unión de Ca/CaM y del dominio C2A 
(Sudhof 2012). La isoforma corta Munc13-4 carece de todos los dominios situados 
corriente arriba de la región C2B. En todas las isoformas el dominio C2B, que une tanto 
Ca2+ y fosfolípidos como PIP y PIP2, es seguido por una región larga denominada MUN 
y un dominio C2C calcio-independiente de la región C-terminal. El dominio MUN podría 
favorecer la conformación abierta de la proteína sintaxina-1 (Gerber et al., 2008), 
permitiendo la exposición del dominio SNARE y el inicio del ensamblaje del complejo 
(Richmond et al., 2001; Ma et al., 2011) por interacción con los dominios SNARE de las 
otras proteínas del complejo, sinaptobrevina y SNAP25. Las proteínas Munc13 
interaccionan con otras proteínas de la zona activa. El dominio C2B de la región N-
terminal permite la homodimerización de la proteína lo que resulta en un estado 
inactivo (Dulubova et al., 2005) que pierde su capacidad para preparar las vesículas 
para la fusión (Deng et al., 2011). La unión con RIM da lugar a la ruptura del 
homodímero autoinhibitorio de Munc13 permitiendo la formación de un 
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heterodímero activo (Figura I-3). Además el dominio MUN es controlado por las 
regiones centrales de señalización que comprenden la región de unión a calmodulina y 
los dominios C1 y C2B, y que son esenciales en la regulación de la liberación (Rhee et 
al., 2002; Junge et al., 2004; Shin et al., 2010). 
 
Figura I-3. Representación esquemática del acercamiento de las vesículas sinápticas a la membrana plasmática por 
medio de interacciones entre las proteínas de la zona activa. Modificado de Südhof, 2012. 
La RIM-BP (del inglés RIM-Binding Protein) son proteínas multidominio que en 
vertebrados están codificadas por 3 genes (Wang et al., 2000; Mittelstaedt y Schoch 
2007). Todas las RIM-BP contienen tres dominios SH3 (uno central y dos en la región C-
terminal) y tres dominios fibronectina III centrales (Wang et al., 2000; Mittelstaedt y 
Schoch 2007). Se ha demostrado que estas proteínas juegan un papel fundamental en 
la localización de los canales de Ca2+ de tipo N y PQ a la zona activa (Kaeser et al., 
2011). Esta función depende de la unión de la RIM-BP a RIM y a los canales de calcio 
simultáneamente (Figura I-3). Experimentos en Drosophila también han demostrado 
que la organización de la zona activa se altera en la ausencia de las RIM-BP, lo cual 
indica que podrían tener funciones adicionales a la localización de los canales de Ca2+ a 
la zona activa (Liu et al., 2011). 
 Las α- y β-liprinas son proteínas relacionadas estructuralmente y compuestas 
por un dominio hélice-hélice en el extremo N-terminal, y tres dominios SAM en la 
parte C-terminal (Serra-Pages et al., 1995). La región N-terminal de las α-liprinas se une 
a sí misma formando homodímeros (Taru y Jin 2011), al dominio C2B de RIM (Schoch 
et al., 2002) y a las proteínas ELKS (Ko et al., 2003; Dai et al., 2006) entre otras. Los 
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dominios SAM de la parte C-terminal se unen a β-liprinas formando heterodímeros 
(Serra-Pages et al., 1995), a CASK (Olsen et al., 2005) y a receptores fosfotirosina 
fosfatasas de tipo LAR (Serra-Pages et al., 1995). Las α-liprinas se relacionaron con la 
zona activa en estudios con C. elegans en los que la proteína había perdido su función. 
En estos estudios el tamaño de la zona activa parecía haber incrementado y la 
acumulación de vesículas en la zona activa estaba alterada (Zhen y Jin 1999; Dai et al., 
2006), hecho confirmado también en Drosophila (Kaufmann et al., 2002). Aunque no 
hay estudios en vertebrados los datos de invertebrados indican que las α-liprinas 
actuarían acoplando la adhesión sináptica al complejo RIM/Munc13/RIM-BP que 
localiza las vesículas y los canales de Ca2+ a la zona activa (Sudhof 2012). 
 Las proteínas ELKS consisten en estructuras largas hélice-hélice aparentemente 
sin ninguna organización en dominios. El genoma de mamíferos contiene dos genes 
mientras que en Drosophila se ha encontrado una proteína homóloga denominada 
"Bruchpilot", que contiene un dominio N-terminal con una alta homología en la 
secuencia a ELKS y un dominio C-terminal extenso con estructuras hélice-hélice 
parecido a proteínas del citoesqueleto como la plectina (Wagh et al., 2006). La 
presencia de las proteínas ELKS en la zona activa se descubrió por su interacción con el 
dominio PDZ de RIM (Wang et al., 2002). El dominio C-terminal probablemente se une 
a dominios PDZ de otras proteínas como la sintenina-1 (Ko et al., 2006). Las ELKS 
además interaccionan directamente con las α-liprinas (Ko et al., 2003). Algunos 
estudios en C. elegans y en ratones han mostrado que estas proteínas no son 
imprescindibles para la formación de las sinapsis y su funcionamiento en condiciones 
basales. Sin embargo, en Drosophila la carencia de Bruchpilot causa la pérdida de las 
barras T características de las sinapsis en Drosophila (Wagh et al., 2006), y una 
reducción de la liberación de neurotransmisor de aproximadamente el 30% (Kittel et 
al., 2006). Estos y otros estudios sugieren que Bruchpilot ejerce una doble función en 
la mosca de la fruta, una mediada por la región N-terminal parecida a la función 
conocida de las ELKS, y otra mediada por la región C-terminal homóloga a plectina que 
se relaciona con el reclutamiento de vesículas de forma análoga a Piccolo y Bassoon en 
mamíferos. 
 Piccolo/Aczonin y Bassoon son dos proteínas de la zona activa relacionadas 
estructuralmente, con tamaños de 530 y 420kDa, por lo que son las proteínas de 
mayor tamaño de la zona activa identificadas hasta el momento (Cases-Langhoff et al., 
1996; tom Dieck et al., 1998; Wang et al., 1999; Fenster et al., 2000). Estas proteínas 
constituyen la citomatriz de la zona activa y parecen extenderse hacia el interior del 
terminal presináptico debido a su gran tamaño. Las proteínas Piccolo y Bassoon son  
específicas de vertebrados y su principal función parece ser la de agrupar las vesículas 
sinápticas y dirigirlas hacia la zona activa (Hallermann et al., 2010; Mukherjee et al., 
2010). La mayoría de secuencias de Piccolo y Bassoon son homólogas. La región N-
terminal forma dedos de Zn2+ seguidos por estructuras largas hélice-hélice sin una 
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delimitación clara entre dominios (tom Dieck et al., 1998; Wang et al., 1999). Piccolo 
además contiene un dominio PDZ en el extremo C-terminal y dos dominios C2. Piccolo 
y Bassoon tienen sus extremos C terminales en las zonas medias y distales de la 
proyecciones electrodensas que aparecen en la microscopía electrónica de las zonas 
activas, mientras que el extremo N-terminal se extiende hacia el interior del 
citoplasma (Siksou et al., 2009; Limbach et al., 2011). La depleción parcial de Bassoon 
afecta a la supervivencia y a la liberación de neurotransmisor en ratones carentes de la 
misma (Altrock et al., 2003), mientras que la falta de Piccolo no parece afectar estos 
procesos en cultivo de neuronas de hipocampo o en rodajas (Mukherjee et al., 2010). 
Probablemente estas proteínas estén implicadas en el agrupamiento de vesículas 
sinápticas o “clustering” ya que las sinapsis que carecen parcialmente de ambas 
proteínas mostraban defectos en la agrupación de vesículas (Mukherjee et al., 2010). 
 
2.4.  El ciclo de las vesículas sinápticas 
 
 El ciclo de las vesículas sinápticas comprende una serie de etapas de tráfico 
intracelular que comienza con la colocación de las vesículas sinápticas en las 
proximidades de la membrana en la zona activa, la adquisición  de competencia para la 
exocitosis, su fusión con la membrana plasmática  y la posterior fisión de la vesícula 
por endocitosis, seguido de la re-acidificación del interior vesicular y de la carga de la 
vesícula con neurotransmisor (Figura I-4). De este modo los botones sinápticos son 
capaces de llevar a cabo rondas repetidas de exocitosis tras la llegada de los 
potenciales de acción.    
INTRODUCCIÓN 
 
33 
 
 
Figura I-4. Vías de exo- y endocitosis. El neurotransmisor entra en las vesículas sinápticas mediante transporte 
activo. Las vesículas son ancladas a la membrana de la zona activa, donde experimentan  un proceso de maduración 
que las hace competentes para fusionarse con la membrana de manera calcio dependiente. Posterior a la apertura 
del poro las vesículas sufren un proceso de endocitosis y reciclaje, principalmente por medio de endocitosis 
mediada por clatrina o por la vía de kiss and run. Adaptado de (Jahn y Fasshauer 2012). 
 
2.4.1. Preparación de las vesículas 
 
 Antes de la fusión de la bicapa lipídica de las vesículas sinápticas con la bicapa 
lipídica de la membrana plasmatica las vesículas experimentan un proceso de 
preparación para la liberación que implica por un lado, el acercamiento de la vesícula a 
la zona activa donde se generan los microdominios de Ca2+ lo que se conoce como 
anclaje o amarre a la membrana (del inglés docking) y por otro lado, la preparación de 
la vesícula para la fusión (del inglés priming) por un proceso que implica el ensamblaje 
del complejo SNARE (Sudhof 2012). El proceso de anclaje o amarre a la membrana 
tiene como elementos cruciales a las proteinas RIM, Munc13, Rab3/27 y Munc18 (Hata 
et al., 1993; Yu et al., 2008; Deak et al., 2009). La ausencia de Munc13 y Munc18 causa 
defectos en la exocitosis (Verhage et al., 2000; Varoqueaux et al., 2002). Los ratones 
carentes de Rab3 tienen un deficit en el reclutamiento de vesículas sinápticas durante 
la estimulación (Leenders et al., 2001). Munc18 al interaccionar con la forma 
semicerrada de sintaxina 1 (Dulubova et al., 1999; Deak et al., 2009) promueve el inicio 
de la formación del complejo SNARE. Así la preparación de las vesículas empezaría con 
la unión GTP-dependiente de Rab3 a RIM y la formación del complejo heterotrimérico 
entre Rab3 y el heterodímero RIM/Munc13 previamente formado que ancla 
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físicamente las vesículas sinápticas a la zona activa. Posteriormente la activación de 
Munc13 por calcio y DAG transloca la proteína a la membrana  y aproxima la vesícula a 
su sitio final de fusión. En último lugar la proteína Munc18 inicia la formación del 
complejo SNARE, adquiriendo de este modo la vesícula plena compentencia 
exocitótica. 
 Las proteínas SNARE (del inglés SNAp REceptors) forman parte de una 
superfamilia de proteínas que han sido altamentente conservadas durante la 
evolución. Participan en múltiples vías de tráfico en el interior de la célula. En el 
terminal sináptico la formación del complejo SNARE es fundamental para el inicio de la 
fusión de la vesicula sináptica con la membrana plasmatica. Su principal característica 
es la posesión de una estructura helicoidal denominado dominio SNARE (Fasshauer et 
al., 1998). Son tres las proteínas que participan en la formación del complejo SNARE: la 
proteína integral de la vesícula sináptica sinaptobrevina o VAMP (del inglés, Vesicle 
Associated Membrane Protein), la proteína integral de la membrana presináptica 
sintaxina-1 y la proteína asociada a membrana SNAP-25. El complejo SNARE formado 
entre las proteínas de membrana y vesiculares representa un nexo físico entre las 
ambas membranas posibilitando el proceso de fusión. El complejo está compuesto por 
4 hélices α, de las cuales dos son aportadas por SNAP-25, una por la sintaxina y otra 
por la sinaptobrevina (Poirier et al., 1998; Sutton et al., 1998)(Figura I-5).  
 
Figura I-5. A) Dominios estructurales de las proteínas SNARE: sintaxina, SNAP-25 y sinaptobrevina/VAMP. B), C) 
Esquemas de lo dos modos de interacción de Munc18 con las proteínas SNARE durante la exocitosis: unión de 
Munc18 a la sintaxina en conformación cerrada que ocluye el motivo SNARE (B), y unión de Munc18 al complejo 
trans-SNARE en formación que depende del extremo amino terminal de la sintaxina (C). D) Modelo del complejo 
SNARE ensamblado. Adaptado de (Sudhof y Rizo 2011). 
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 Lo que previene la formación del complejo SNARE es que la sintaxina-1 se 
encuentra en conformación cerrada por lo que es necesario el paso a conformación 
abierta para que tenga lugar el inicio del ensamblaje del complejo SNARE (Dulubova et 
al., 1999; Misura et al., 2000) y cuando esto ocurre se considera que la vesícula ha 
adquirido competencia para la fusión. Munc13 cataliza el cambio conformacional de la 
sintaxina-1 de conformación cerrada a abierta, promoviendo así el ensamblaje del 
complejo SNARE (Richmond et al., 2001; Ma et al., 2013). Según las cuatro helices del 
complejo SNARE se van cerrando en la dirección N a C terminal (Hanson et al., 1997) 
las bicapas de la vesícula sináptica y de la membrana plasmática se van acercando y 
comienzan a fusionarse (Figura I-6). El cierre del complejo fuerza la fusión entre ambas 
membranas que se encuentran muy póximas, desestabilizando así sus superficies 
hidrofóbicas, basándose así la formación del complejo SNARE en interacciones de tipo 
hidrofóbico.La fusión de las dos bicapas lipídicas requiere una elevada cantidad de 
energía que es proporcionada por el ensamblaje del complejo SNARE, ya que este es 
un proceso altamente exergónico (Jahn y Scheller 2006; Sudhof y Rizo 2011). Previo a 
la formación del complejo Munc18 se encuentra unida a sintaxina-1 en conformación 
cerrada. A medida que esta conformación se abre Munc18 permanace unida a 
sintaxina durante el proceso ensamblaje del complejo pero pasa de estar unida a 
sintaxina a interaccionar con el complejo SNARE (Dulubova et al., 2007). El ensamblaje 
completo del complejo trans-SNARE junto con la participación de la activacion por 
calcio de sinaptotagmina y la asistencia de la proteína complexina  lleva a la apertura 
del poro de fusión. La expansión del poro de fusión transforma el complejo inicial 
trans-SNARE en complejo cis-SNARE que da lugar al desensamblaje y reciclamiento del 
mismo mediante el NSF, completando así el ciclo. Por otro lado, el desensamblaje del 
complejo SNARE depende de ATPasas específicas que están evolutivamente 
conservadas (NSF) y de sus adaptadores (SNAPs)(Sollner et al., 1993). La formación 
correcta de los complejos SNARE depende del mantenimiento de las conformaciones 
activas de los dominios SNARE, y de la ausencia de interacciones inespecíficas. Estas 
funciones dependen de proteínas chaperonas como CPS (del inglés Cysteine String 
Proteins) y de sinucleínas (Burre et al., 2010; Sharma et al., 2011), cuya disfunción se 
ha asociado con neurodegeneración (Chandra et al., 2005; Sharma et al., 2012).  
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Figura I-6. Ciclo de las proteínas SNARE y fusión de las vesículas sinápticas dependiente de calcio. Durante el 
proceso de anclaje de las vesículas a la membrana la sinaptobrevina junto con la sintaxina y SNAP-25 forman el 
complejo trans-SNARE. Previo a la formación de este complejo, Munc18-1 se encuentra unida a sintaxina, que se 
encuentra en conformación cerrada. Cuando el complejo SNARE está parcialmente ensamblado se unen las 
complexinas, anclando de este modo las vesículas a la membrana en mayor grado ("superpriming"). La unión de 
calcio a la sinaptotagmina favorece su interacción con el complejo SNARE y fosfolípidos que da lugar a la apertura 
del poro de fusión. Posteriormenente el complejo cis-SNARE es desensamblado por ATPasas y las vesículas son 
recicladas. Adaptado de (Sudhof 2013). 
 
2.4.2. Fusión calcio dependiente 
 
 La fusión de las vesículas con la membrana presináptica tras la entrada de 
calcio se dispara con la activación de la proteína de la vesícula sináptica 
sinaptotagmina, que actúa como un sensor de calcio para la exocitosis. En vertebrados 
se han descrito hasta 16 isoformas diferentes que se expresan en neuronas y en 
células neuroendocrinas (Sudhof 2012). Las sinaptotagminas son proteínas 
transmembrana altamente conservadas con dos dominios citoplasmáticos C2 (Perin et 
al., 1990; Perin et al., 1991) que unen calcio (Brose et al., 1992). Estos dominios C2A y 
C2B son capaces de combinarse con dos y tres iones de calcio, respectivamente. 
Ambos dominios se unen de forma calcio-dependiente a fosfolípidos ácidos. Además el 
dominio C2B contiene una región que une membranas enriquecidas en fosfatidil 
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inositol 4,5 bisfosfato (PIP(4,5)2)(Brose et al., 1992; Davletov y Sudhof 1993). El papel 
del calcio en esta interacción parece disminuir las fuerzas electrostáticas entre los 
dominios C2 y las membranas aniónicas (Radhakrishnan et al., 2009; McMahon et al., 
2010). Las sinaptotagminas requieren como cofactor a las complexinas, que son 
pequeñas proteínas citosólicas que se unen al complejo SNARE (Figura 6). Las 
complexinas funcionan como factor iniciador de los complejos SNARE, promoviendo su 
ensamblaje e induciendo la fusion vesicular (Xue et al., 2010) y también como freno 
para la liberación de neurotransmisor espontánea (Giraudo et al., 2006; Tang et al., 
2006; Xue et al., 2007; Maximov et al., 2009; Hobson et al., 2011; Martin et al., 2011; 
Jorquera et al., 2012; Kaeser-Woo et al., 2012). Así, se ha postulado que la 
sinaptotagmina contribuiría a estabilizar los complejos trans-SNARE impidiendo la 
fusión espontánea de las membranas, mientras que la entrada de calcio promovería 
tanto la incorporación de la sinaptotagmina a la membrana plasmática como el 
desplazamiento de la complexina de la superficie del complejo trans-SNARE, 
posibilitando la exocitosis (Rizo et al., 2006; Chicka et al., 2008; Sudhof 2012; Sudhof 
2014). 
2.4.3. Endocitosis 
 
 Las sinapsis del SNC contienen un número limitado de vesículas sinápticas en la 
zona activa. Además, los terminales sinápticos suelen estar alejados de los somas, 
lugar donde se lleva a cabo la síntesis tanto de las proteínas como de los lípidos que 
componen las vesiculas sinápticas. Esto hace necesario el reciclamiento local de las 
vesículas sinápticas después de la exocitosis, con el fin de generar nuevas vesículas 
cargadas de neurotransmisor ante estímulos que requieran una elevada frecuencia de 
exocitosis (De Camilli et al., 2001). Las primeras evidencias del reciclamiento vesicular 
fueron descritas en la unión neuromuscular por Heuser y Reese en 1973, y pusieron de 
manifiesto que la endocitosis ocurría por un mecanismo dependiente de clatrina.  
Otros estudios en el mismo modelo demostraron la existencia de otras formas 
de reciclamiento que no implicaban la fusión completa de las vesículas con la 
membrana plasmática ni la formación de estructuras recubiertas de clatrina (Ceccarelli 
et al., 1973), como la endocitosis que sigue a fenómenos de “kiss-and-run”. El proceso 
de kiss and run implica la retirada de la vesícula después de la apertura del poro de 
fusión sin colapsar ni continuar la fusión con la membrana plasmática. Este modo de 
endocitosis, bien caracterizado en células no neuronales (Alvarez de Toledo et al., 
1993), se ha observado también en neuronas (Gandhi y Stevens 2003). En este último 
modo de exo/endocitosis la fusión de la vesícula sináptica no es completa y por tanto 
no se requiere una fisión vesicular después de la exocitosis.  
La endocitosis masiva (del inglés bulk endocytosis) permite la recuperación de 
grandes proporciones de membrana por medio de la formación de endosomas. Este 
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mecanismo parece operar tras la fusión de una gran número de vesículas sinápticas 
tras estímulos de alta intensidad con el fin de evitar el incremento de superficie de la 
membrana (Clayton y Cousin 2009). 
Por último, hay otro modo de endocitosis descrito recientemente denominado 
endocitosis ultrarápida que ocurre en los sitios que flanquean la zona activa que es 200 
veces más rápido que le endocitosis mediada por clatrina y que no implica la 
recuperación de las vesículas intactas como supone kiss and run, sino que depende de 
la formación de vesículas endocíticas de gran tamaño que forman endosomas que a su 
vez, generan vesículas cubiertas de clatrina (Watanabe et al., 2013; Watanabe et al., 
2014).  
El tipo de endocitosis tras los eventos de exocitosis depende de  factores como 
la intensidad del estímulo (Heuser y Reese 1973; Wu y Wu 2007; Clayton y Cousin 
2009)(Heuser y Reese, 1973; Wu y Wu, 2007; Clayton et al., 2009), el modelo neuronal 
del estudio (Granseth et al., 2007) o el estado de desarrollo de las neuronas de la 
preparación (Bartolome-Martin et al., 2012).  
Endocitosis mediada por clatrina 
 
La endocitosis mediada por clatrina (Figura I-7) parece ser la forma 
predominante y desde luego es la mejor caracterizada para el reciclamiento de las 
vesículas sinápticas (Granseth et al., 2006; Saheki y De Camilli 2012). Este mecanismo 
se asocia a estimulaciones más débiles y es capaz de regenerar vesículas sinápticas 
unos 20 segundos después de la exocitosis. La endocitosis mediada por clatrina tiene 
lugar en la zona perisináptica. La nucleación de la malla de clatrina empieza con el 
ensamblaje de proteínas adaptadoras en una determinada región de la bicapa lipídica 
rica en PIP(4,5)2 (Cremona et al., 1999), que causa la invaginación de ese fragmento de 
membrana. Posteriormente y de manera cooperativa la interacción entre las proteínas 
adaptadoras, otros factores adicionales y las moléculas de clatrina permiten el 
crecimiento rápido de la malla de clatrina y la inducción de la curvatura necesaria para 
la gemación de la vesícula sináptica. La fisión de la vesícula tiene lugar en la parte más 
estrecha de la invaginación o “cuello”y requiere la actividad GTPasa dinamina (Koenig 
y Ikeda 1989; Conner y Schmid 2003; Ferguson y De Camilli 2012). Por último, la malla 
de clatrina es desensamblada con la ayuda de la fosfatasa sinaptojanina (McPherson et 
al., 1996; Ramjaun y McPherson 1996), liberándose así una vesícula nueva dispuesta a 
ser exocitada una vez sea cargada de nuevo con el neurotransmisor (Dittman y Ryan 
2009; Saheki y De Camilli 2012). La malla de clatrina comprende dos capas, una 
exterior compuesta por las moléculas de clatrina y una interior compuesta por las 
proteinas adaptadoras. Cada subunidad de clatrina está compuesta por tres cadenas 
polipeptídicas pesadas y tres cadenas ligeras que forman una estructura de tres 
brazos, el trisquelion. Los trisqueliones de clatrina se ensamblan en estructuras 
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convexas formadas por una red de hexágonos y pentágonos que forman las 
depresiones revestidas en la cara citosólica de las membranas. Los adaptadores de 
clatrina comprenden un módulo plegado de unión a la membrana y una serie de 
brazos flexibles, que pueden terminar en pequeños módulos plegados adicionales 
(Edeling et al., 2006). El módulo de unión a la membrana une por un lado dominios 
presentes en las proteínas vesiculares denominados motivos endocíticos 
(generalmente basados en tirosinas), que están expuestos al citoplasma, y por otro las 
cabezas polares del PIP(4,5)2, fofoinosítido que se encuentra en abundancia en la 
membrana plasmática (Beck y Keen 1991; Traub 2003; Owen 2004). Los brazos de 
estos adaptadores unen las cadenas pesadas de la clatrina, a otras moléculas 
adaptadoras y factores endocíticos (Edeling et al., 2006). La proteína adaptadora más 
abundante es AP-2 (del inglés Adaptor Protein 2) que interacciona con motivos 
endocíticos derivados de tirosina, como es el de la proteína vesicular sináptica SV2 
(Haucke y De Camilli 1999), y con motivos basados en dileucinas, como los presentes 
en los transportadores de neurotransmisores vesiculares (Bonifacino y Traub 2003; Fei 
et al., 2008). Otra proteína adaptadora que cabe destacar es la proteína AP180 (Morris 
et al., 1990), que interacciona con la proteina sinaptobrevina por medio del dominio 
SNARE de la misma (Koo et al., 2011; Miller et al., 2011). También hay que mencionar a 
la proteína Stonina 2, que junto con AP-2, juega un papel en la internalización de la 
sinaptotagmina, el sensor de calcio de las vesículas sinápticas (Zhang et al., 1994; 
Walther et al., 2001; Walther et al., 2004; Diril et al., 2006). De este modo la principal 
función de las proteínas adaptadoras sería la selección de la carga del fragmento de 
membrana que será incorporado en las vesículas sinápticas. La fuerza mecánica 
necesaria para el proceso de la gemación podría ser proporcionada por el ensamblaje 
de la clatrina en forma de trisquelion, aunque se han desctrito también factores 
endocíticos que podrían ayudar a la inducción de la curvatura de la membrana  (Ford 
et al., 2002). Otras proteínas importantes en la inducción de la curvatura son la 
endofilina, a través de su interacción con la dinamina y la sinaptojanina, la amfifisina y 
la sindapina. Como ya se ha mencionado anteriormente la fisión del intermediario 
endocitótico de la membrana plasmática depende de la dinamina, que forma 
oligómeros en espiral en los cuellos de las vesículas sinápticas. Se conocen 3 isoformas 
de dinámina, de las cuales la 1 y la 3 parecen relevantes para el reciclamiento de las 
vesículas sinápticas (Cao et al., 1998; Ferguson et al., 2007). Los animales carentes de 
esta enzima muestran intermediarios endocitóticos bloquedos en el paso previo a la 
fisión en su ultraestructura (Koenig y Ikeda 1989; Ferguson et al., 2007; Raimondi et 
al., 2011). La dinamina se ensambla formando anillos alrededor del cuello de las 
vesículas y la hidrólisis de GTP aporta la energía necesaria para la escición de la 
vesícula de la membrana plasmática. La unión de la dinamina se da únicamente en los 
pasos finales del proceso de invaginación. La sinaptojanina promueve la hidrólisis de 
PIP(4,5)2 que se encuentra en la membrana de las vesículas, lo que parece limitar los 
sitios de unión de los adaptadores de clatrina (Cremona et al., 1999; Hayashi et al., 
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2008). De forma paralela, la ATPasa Hsc70 y su cofactor auxilina (Guan et al., 2010; 
Xing et al., 2010) promueve el desensamblaje de la malla de clatrina. 
 
 
Figura I-7. Tras la liberación del neurotransmisor las vesículas sinápticas son recuperadas mediante diferentes tipos 
de de endocitosis: A) mediada por clatrina. B) en masa. C) últra-rápida. D) kiss-and-run. Modificado de (Ackermann 
et al., 2015). 
Endocitosis de tipo “kis and run”  
 
La endocitosis de tipo kiss and run (Figura I-7) se ha relacionado con 
estimulaciones más intensas y se cree que ocurre en una escala temporal de alrededor 
de 1s (Alabi y Tsien 2013). Este proceso fue estudiado en un principio en células no 
neuronales (Alvarez de Toledo et al., 1993) y posteriormente en células neuronales 
(Fesce et al., 1994). En este caso las vesículas sinápticas no se fusionan por completo 
con la membrana al liberar el neurotransmisor y por lo tanto mantienen su identidad 
molecular. Cabe destacar que las evidencias sobre este tipo de endocitosis son 
mayoritariamente indirectas y basadas en observaciones que no podían ser explicadas 
por mecanismos de endocitosis mediada por clatrina o endocitosis en masiva. Entre 
estas destacan la descarga incompleta de sondas del tipo FM (Aravanis et al., 2003), las 
medidas de capacitancia en sinapsis gigantes y el reciclamiento de Qdots (del inglés 
Quantum dots) (Zhang et al., 2009). Los “quantum dots” son partículas fluorescentes 
de tamaño definido, que son captadas por los terminales cuando hay una fusión 
completa de la vesícula y que luego solo podían ser liberadas cuando ocurre otra 
fusión completa, pero no cuando se da una fusión incompleta del tipo kiss and run. Así, 
los fenómenos de kiss and run han sido observados en células de hipocampo (Stevens 
y Williams 2000; Aravanis et al., 2003; Harata et al., 2006), en células dopaminérgicas 
de mesencéfalo (Staal et al., 2004) y en la unión neuromuscular de Drosophila 
(Verstreken et al., 2002) entre otras preparaciones. Además, hay que mencionar que 
los estudios de la endocitosis de tipo kiss and run siempre mencionan este tipo de 
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endocitosis no como una vía principal de reciclamiento de vesículas sinápticas, sino 
como una vía paralela a otros tipos de endocitosis (Saheki y De Camilli 2012). Este tipo 
de endocitosis debería implicar mecanismos capaces de retener la curvatura formada 
en la membrana tras el contacto con la vesícula. Algunos de estos mecanismos podrían 
ser la fusión incompleta entre ambas bicapas de la membrana con la apertura de un 
poro pequeño que permita la salida de moléculas de neurotransmisor, la presencia de 
una estrucura de tipo collar que no permita la fusión completa de la vesícula con la 
membrana o la existencia de una estructura rígida en la zona activa que no permita la 
acomodación de membrana extra después de la exocitosis (Saheki y De Camilli 2012). 
Así existe gran controversia respecto a la relevancia y a los mecanismos de kiss and run 
en células neuronales (Alabi y Tsien 2013). Algunos estudios sugieren que este tipo de 
exocitosis es la predominante, al menos en determinadas condiciones (Gandhi y 
Stevens 2003; Richards et al., 2005; Zhang et al., 2009; Leitz y Kavalali 2011), mientras 
que para otros su existenica es minoritaria o incluso nula (Granseth et al., 2006; Balaji 
y Ryan 2007; Chen et al., 2008). 
Endocitosis masiva  
 
El término de endocitosis masiva o bulk endocytosis (Figura I-7) implica aquellos 
modos de recuperación de membrana que se desencadenan tras estimulaciones de 
alta frecuencia, cuando un gran número de vesículas se fusionan con la membrana 
plasmática, generando intermediarios endocitóticos de gran tamaño (Heuser y Reese 
1973; Miller y Heuser 1984; Shupliakov et al., 1997; Harata et al., 2001; Paillart et al., 
2003; Clayton et al., 2007; Perez Bay et al., 2007; Wu y Wu 2007; Clayton et al., 2008; 
Clayton et al., 2010; Bartolome-Martin et al., 2012; Wenzel et al., 2012). Se cree que la 
función de este tipo de endocitosis no sería la de recuperar vesículas a corto plazo, 
sino la de evitar una acumulación excesiva de membrana plasmática en la zona activa 
(Clayton y Cousin 2009). De este modo, cuando la endocitosis mediada por clatrina se 
satura, debido a las altas frecuencia de estimulación y de exocitosis, se pondrían en 
marcha mecanismos de endocitosis en masa. Los endosomas generados durante el 
proceso podrían dar lugar a vesículas nuevas mediante gemación (Teng et al., 2007; 
Clayton et al., 2008; Clayton y Cousin 2009), aunque algunos estudios han descrito 
únicamente la acumulación de estos endosomas sin la generación de nuevas vesículas 
(Perez Bay et al., 2007; Bartolome-Martin et al., 2012). La gemación de nuevas 
vesículas a partir de los endosomas podría estar relacionada con las proteínas 
adaptadoras AP-1 y AP-3 (Cheung y Cousin 2012) pero no con la GTPasa dinamina 
(Ferguson et al., 2007; Saheki y De Camilli 2012). Según algunos autores este tipo de 
endocitosis no termina al finalizar la estimulación (Clayton et al., 2008), mientras que 
también hay evidencias de que los endosomas formados se mantienen unidos al 
espacio extracelular después de la estimulación (Ferguson et al., 2007; Bartolome-
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Martin et al., 2012; Cheung y Cousin 2013). El mecanismo molecular de este tipo de 
endocitosis  solo se conoce parcialmente. 
Endocitosis ultrarápida  
 
Combinando la estimulación optogenética y la fijación por congelación a alta 
presión se ha descrito la endocitosis ultra-rápida (del inlgés ultrafast endocytosis) en 
cultivos de neuronas hipocampales (Watanabe et al., 2013; Watanabe et al., 2014). En 
respuesta a un estímulo lumínico para estimular las células se observa que la 
endocitosis tiene lugar entre 50-100ms después del estímulo en los bordes de la zona 
activa. Este forma de endocitosis rinde endosomas equivalentes a 4 vesículas que 
empiezan a generar VSs individuales 5 segundos después de la estimulación. Parece 
que la etapa inicial de creación de estructuras intermedias de tipo endosomal no 
depende de clatrina a diferencia de la gemación de vesículas a partir de estos 
endosomas. Este tipo de endocitosis también parece ser dependiente de actina y 
dinamina. Además, cuando esta vía no funciona el reciclamiento de vesículas tiene 
lugar mediante endocitosis mediada por clatrina. Los estudios del grupo de Watanabe 
sugieren que este es un mecanismo de retirada de membrana recien añadida a la 
membrana plasmática prácticamente instantáneo. Aún se desconoce si la endocitosis 
ultrarápida es un mecanismo general de recuperación de vesículas o es una 
especialización en sinapsis con tasas de alto reciclamiento vesicular para reestablecer 
rápidamente el area de la superficie de la membrana.   
 
2.5. Grupos ó ”pools”de vesículas sinápticas 
 
 La idea de que no todas las vesículas son equivalentes desde el punto de vista 
funcional fue introducida por primera vez por Birks y Macintosh en el año 1961, 
estudiando los ganglios simpáticos de gato, al observar que algunas vesículas eran 
liberadas más facilmente que otras. Desde entonces este concepto se ha extendido a 
las preparaciones más comunes como la unión neuromuscular de la mosca de la fruta y 
de la rana, las células bipolares de la retina de la carpa dorada, el cáliz de Held de 
mamíferos y cultivos de neuronas hipocampales. Se han propuesto 3 grupos de 
vesículas sinápticas: el grupo de vesículas listo pare ser liberado (RRP, del inglés 
Readily Releasable Pool), el de reciclamiento y el de reserva (Rizzoli y Betz 2005). El 
grupo de vesículas de reciclamiento está constituido por las vesículas que son liberadas 
bajo estimulaciones moderadas o fisiológicas y representan el 10-20% de la totalidad 
de vesículas. El RRP está compuesto por las vesículas del pool de reciclamiento que 
están amarradas a la membrana en la zona activa, de forma que se liberan de manera 
inmediata a la estimulación. El grupo de vesículas de reserva consiste en aquellas 
vesículas que se resisten a ser liberadas con estímulos fisiológicos, y que, por tanto, se 
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fusionan con la membrana únicamente bajo condiciones de estimulación fuertes, 
cuando las vesiculas de grupo de reciclamiento está agotado (Figura I-8). 
 
Figura I-8. Modelo que muestra los distintos grupos de vesículas y su distribución. A) Esquema de los grupos de 
vesículas. B) Componentes cinéticos de liberación en células bipolares de carpa tras una despolarización. C) 
Distribución de las vesículas entre los pool en el SNC de rata. El pool de reserva representa la mayor parte de la 
totalidad de las vesículas sinápticas (80-90%). El pool de reciclamiento tiene un tamaño considerablemente menor, 
conteniendo el 10-15% de las vesículas. El RRP consiste en unas pocas vesículas (1%), que parecen estar amarradas 
a la zona activa y listas para ser liberadas. Adaptado de (Rizzoli y Betz 2005). 
 
 La liberación de las vesículas del RRP se puede inducir con estimulaciones 
mínimas o con la perfusión de una solución de sacarosa hipertónica (Rosenmund y 
Stevens 1996). Dentro de las vesículas que componen el RRP es posible que no todas 
tengan las mismas propiedades en relación con su liberación. Así, estudios en el cáliz 
de Held han mostrado que el RRP tiene un componente de liberación rápido y otro 
lento (Sakaba y Neher 2001). Este grupo de vesículas de reciclamiento mantiene la 
liberación de vesículas bajo condiciones de estimulación moderadas y se ha estimado 
que contiene alrededor de 5-20% de la totalidad de vesículas. A frecuencias de 
estimulación en el rango fisiológico este grupo de vesículas se recicla constantemente 
(Harata et al., 2001; de Lange et al., 2003; Kuromi y Kidokoro 2003; Richards et al., 
2003), y es reabastecido con vesículas recien recicladas. El grupo de vesículas de 
reserva puede ser movilizado sólo bajo condiciones de estimulación intensa. En la 
mayoría de las preparaciones estudiadas este grupo de vesículas contiene la gran 
mayoría del total de vesículas, alrededor de un 80-90% (Rizzoli y Betz 2005). No 
obstante hay que señalar que en los experimentos en los que se ha podido determinar 
la exocitosis acumulada se ha encontrado que estas vesículas pueden constituir el 50-
60% del total (Kim y Ryan 2010). Cabe destacar que el porcentaje aproximado de 
vesículas que pertenecen a cada grupo varía en función del modelo y la metodología 
empleada para su determinación. Además, es posible que el porcentaje relativo de 
cada uno de estos grupos de vesículas cambie durante el desarrollo (Rose et al., 2013). 
También es objeto de controversia si las vesículas sinápticas de los diferentes grupos 
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tienen diferente dotación molecular (Hua et al., 2011; Ramirez y Kavalali 2012), o es su 
posición (Holderith et al., 2012; Park et al., 2012) la que determina la pertenencia a un 
grupo u otro. Algunos autores sugieren que el compartimento de reserva podría actuar 
como un reservorio de proteínas vesiculares (Denker et al., 2011). Otro estudio de los 
mismos autores sugiere que el porcentaje de este grupo de vesículas podría superar 
incluso el 90% (Denker et al., 2011). No obstante hay que señalar que técnicas de 
imagen con pHluorinas en rodajas de cerebro (Rose et al., 2013) y medidas de 
capacitancia (Xue et al., 2013), muestran que prácticamente todas las vesículas 
participan en el reciclamiento y contribuyen, por tanto, a la liberación de 
neurotransmisor. Un aspecto importante de la fisiología sináptica es entender los 
mecanismos que regulan la incorporación de vesículas a los distintos grupos. En este 
sentido hay que señalar que, la actividad de las enzimas Cdk5 y calcineurina regula 
este proceso. Así, Cdk5 sería la responsable de la incorporación de las vesículas al 
grupo de vesículas de reserva, mientras que la actividad de la calcineurina mediaría en 
el paso contrario (Kim y Ryan 2010). 
 Por otro lado, estudios recientes han mostrado que los diferentes botones 
sinápticos comparten vesículas que formarían parte de un “superpool” de vesículas 
sinápticas. Estas vesículas son altamente móviles y son rápidamente intercambiadas 
entre terminales sinápticos (Darcy et al., 2006). Las vesículas sinápticas así 
incorporadas muestran una fusión un tanto retardada probablemente debido a la 
interacción con proteínas locales de la zona activa, ya que deben ser estabilizadas para 
que puedan ser liberadas luego por exocitosis (Ratnayaka et al., 2011). Aunque los 
mecanismos moleculares que determinan la movilidad de las vesículas aún no han sido 
bien caracterizados, una proteína que parece tener un papel importante es la 
sinapsina, que podría ser la responsable de mantener la integridad de los grupos de 
vesículas y regular el movimiento de vesículas entre terminales sinápticos (Orenbuch 
et al., 2012). 
 
3. El sistema endocannabinoide 
 
 Los endocannabinoides son mensajeros retrógrados de naturaleza lipídica que 
inhiben la liberación de neurotransmisor tanto a corto como a largo plazo en neuronas 
excitatorias e inhibitorias (Freund et al., 2003; Chevaleyre et al., 2006; Kano et al., 
2009; Alger 2012; Katona y Freund 2012). El sistema endocannabinoide está 
compuesto por los receptores de cannabinoides de tipo 1 (CB1R, del inglés 
Cannabinoid Receptor) y de tipo 2; los ligandos endógenos o endocannabinoides, de 
los cuales los mejor caracterizados son la araquidonil etanol amida o anandamida 
(AEA) y el 2-araquidonil glicerol (2-AG); y las enzimas de síntesis, fosfolipasa D (PLD) y 
diacilglicerol lipasa α (DGLα), así como las enzimas de degradación de los mismos, la 
monoacil glicerol lipasa (MGL) y la amido hidrolasa de ácidos grasos (FAAH). Además 
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de modular la transmisión sináptica en sinapsis maduras el sistema endocannabinoide 
está implicado en procesos de formación de sinapsis y en la neurogénesis (Harkany et 
al., 2008). Mediante la modulación de la fuerza de transmisión sináptica el sistema 
endocannabinoide también regula diversos procesos fisiológicos como la cognición, el 
control motor, la ingesta y el dolor. La desregulación del sistema endocannabinoide se 
ha relacionado con trastornos psiquiátricos y neurológicos como la depresión y la 
ansiedad (Hillard et al., 2012; Mechoulam y Parker 2013).  
 
3.1.  Síntesis de endocannabinoides 
 
La AEA se sintetiza por la fosfolipasa D, PLD, por hidrólisis de un precursor 
fosfolipídico, el N-araquidonil fosfatidiletanolamina (NAPE) de manera calcio- 
dependiente (Di Marzo et al., 1994; Cadas et al., 1996). La biosíntesis de NAPE también 
depende de calcio y puede ser potenciada por el AMPc. Así, la despolarización de la 
neurona postsináptica lleva a la formación de NAPE de forma dependiente de calcio, 
que posteriormente se convierte en AEA por la PLD (Cadas et al., 1996). El hecho de 
que los ratones que carecen de la enzima PLD no muestren alteraciones evidentes en 
el comportamiento junto con las bajas concentraciones de AEA encontradas en el 
encéfalo hace pensar que este endocannabinoide pueda tener una menor relevancia 
que 2-AG dentro del sistema endocannabinoide. 
 En la síntesis del 2-AG parecen estar implicadas dos enzimas, la PLCβ (Maejima 
et al., 2005) y la DGLα (Yoshida et al., 2006; Gao et al., 2010; Tanimura et al., 2010) 
que actúan de forma consecutiva. Esta síntesis se induce en respuesta a un aumento 
transitorio de la concentración de calcio, presumiblemente tras despolarización y 
activación de los canales de calcio voltaje dependientes, o en respuesta a la 
estimulación de receptores metabotrópicos de glutamato de tipo I, o de forma 
sinergística en respuesta a la coincidencia de ambos estímulos (Brenowitz y Regehr 
2005). Se cree que la enzima PLCβ es la responsable de detectar la coincidencia entre 
la concentración postsináptica de calcio y la señalización por el GPCR (Hashimotodani 
et al., 2005; Maejima et al., 2005). 
 
3.2.  Receptores de cannabinoides 
 
 Los receptores de cannabinoides están acoplados a proteínas Gi/o y son 
responsables de la mayoría de los efectos causados por los cannabinoides endógenos y 
exógenos. Los receptores de tipo 1 son unos de los GPCRs (del inglés G-Protein-
Coupled Receptors) más abundantes en el cerebro (Herkenham et al., 1990). A 
diferencia de los receptores CB1, los receptores CB2 se encuentran sobre todo en el 
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sistema inmune y en menor medida en el sistema nervioso central. Aunque algunos 
autores han mostrado un cierto papel de estos receptores en el SNC (Van Sickle et al., 
2005; Xi et al., 2011; den Boon et al., 2012), se desconocen sus mecanismos celulares y 
su contribución a la función del cerebro. Aparte de los receptores clásicos de 
cannabinoides (CB1 y CB2) existen estudios que demuestran la participación de los 
receptores TRPV1 (del inglés, Transient Receptor Potential Vanilloid Type 1) en la 
señalización mediada por endocannabinoides (De Petrocellis y Di Marzo 2010; Pertwee 
et al., 2010). Este receptor se encuentra ampliamente distribuido en neuronas 
sensoriales aferentes del SNP donde regulan la transmisión de asociada con el dolor y 
es activado por moléculas lipofílicas como la AEA (Di Marzo et al., 2002), la N-
araquidonildopamina y la capsaicina. En este sentido cabe destacar que la AEA es 
agonista parcial del receptor CB1, mientras que es un agonista completo de los canales 
TRPV1 (Smart et al., 2000). Existen múltiples antagonistas exógenos de este receptor, 
entre los cuales se encuentran el rojo de rutenio y la capsazepina, con potencial 
interés terapéutico dada la relación del receptor TRPV1 con el dolor. Aparte de su 
expresión en el sistema nervioso periférico el receptor TRPV1  se expresa  en el SNC, 
donde parece que regula la función sináptica. 
 El receptor CB1 se describió y caracterizó en 1990 (Gerard et al., 1990) y se 
demostró que estaba ampliamente distribuido en el SNC (Matsuda et al., 1990). Su 
localización presináptica (Katona et al., 1999; Katona et al., 2006) sugiere que el 
receptor CB1 juega un papel crucial en la regulación de la liberación de 
neurotransmisor. El receptor de cannabinoides de tipo 1 es un receptor de 7 hélices 
transmembrana que está acoplado a proteínas G heterotriméricas de tipo Gi/o y tiene 
una longitud de 473 aminoácidos (Herkenham et al., 1990). A  diferencia de otros 
receptores de la misma familia, el sitio de unión al ligando se encuentra en la región 
transmembrana (Song y Bonner 1996), debido a la naturaleza hidrofóbica que tiene el 
ligando. Se ha demostrado que los cannabinoides acceden al sitio de unión como 
consecuencia de movimientos laterales en la membrana. Se cree que en condiciones 
fisiológicas el receptor podría encontrarse en forma de homodímeros como otros 
GPCRs (Wager-Miller et al., 2002) o como hetero-dímeros del receptor CB1 con otros 
receptores metabotrópicos (Mackie 2005).  La activación del receptor CB1 tiene un 
efecto inhibitorio sobre la liberación del neurotransmisor (Shen et al., 1996; Godino et 
al., 2005) dependiente de proteínas G (Pitler y Alger 1994) que se ejerce 
mayoritariamente a través de dos mecanismos. Por un lado, la inhibición de los canales 
voltaje dependientes de calcio por la acción del dímero βγ (Kreitzer y Regehr 2001; 
Brown et al., 2004) por otro lado, la activación de los canales rectificadores de potasio 
(Mackie et al., 1995; Guo y Ikeda 2004). Ambas acciones disminuyen la excitabilidad de 
la neurona presináptica y por tanto la liberación de neurotransmisor (Chevaleyre et al., 
2006). Además, la activación de la subunidad αi inhibe la enzima adenilato ciclasa 
causando una disminución de los niveles de AMPc (Howlett et al., 1986; Childers y 
Deadwyler 1996; Godino et al., 2005). Clásicamente se ha considerado a la proteína 
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quinasa dependiente de AMPc (PKA) como la mediadora de los efectos de los 
endocannabinoides (Chevaleyre et al., 2007; Yasuda et al., 2008; Heifets y Castillo 
2009) aunque otras proteínas reguladas por AMPc podrían ser las responsables de 
dichos efectos (Seino y Shibasaki 2005; Gekel y Neher 2008; Tsetsenis et al., 2011; 
Yang et al., 2012). Se ha considerado que los cambios en la actividad de los canales de 
Ca2+y K+ inducidos por los cannabinoides podrían estar relacionados con los fenómenos 
de plasticidad a corto plazo, mientras que la disminución de los niveles de AMPc y los 
cambios asociados a la actividad de la maquinaria exocitótica se asocian a los 
mecanismos de depresión de la actividad sináptica largo plazo (Schoch et al., 2002; 
Castillo et al., 2012). 
 
3.3.  Degradación  
 
 Los endocannabinoides pueden ser degradados mediantes dos procesos 
consecutivos: hidrólisis y oxidación (Vandevoorde y Lambert 2007). Entre las enzimas 
que catalizan la hidrólisis cabe destacar la FAAH para la anandamida y la MGL para el 
2-AG. La oxidación del ácido araquidónico se lleva a cabo por la ciclooxigenasa (COX) y 
la lipooxigenasa (Willox y Royle). El 2-AG es susceptible de ser oxidado directamente 
por determinadas isoformas de COX y tanto el 2-AG como la anandamida pueden ser 
oxidadas por LOX (Vandevoorde y Lambert 2007; Kano et al., 2009). La FAAH se 
encuentra en diversos órganos entre los cuales está el cerebro. Recibió diferentes 
nombres hasta ser clonada a partir de hígado de rata y recibir su nombre definitivo 
(Cravatt et al., 1996). En ratón, rata y humanos tiene una longitud de 579 aminoácidos. 
Esta enzima puede reconocer diferentes amidas de ácidos grasos pero muestra una 
marcada preferencia por la anandamida (Kano et al., 2009). La FAAH también cataliza 
la hidrólisis del enlace éster del 2-AG in vitro, sin embargo la actividad esterasa de la 
enzima es menos importante in vivo. Los ratones carentes de FAAH muestran una 
respuesta incrementada a la administración de anandamida (Cravatt et al., 2001). 
 La MGL fue identificada en 1976 (Tornqvist y Belfrage 1976) y actualmente se 
considera la principal enzima que cataliza la hidrólisis del 2-AG in vivo (Dinh et al., 
2002; Dinh et al., 2004; Vandevoorde y Lambert 2007). La MGL en ratón, rata y 
humanos tiene un tamaño de 303 aminoácidos. El ARN mensajero de la MGL ha sido 
encontrado en diferentes órganos incluido el cerebro (Dinh et al., 2002). En ratones se 
ha demostrado que esta enzima es la responsable de la degradación del 85% del 2-AG. 
Además, los ratones carentes de la MGL muestran un incremento significativo en los 
niveles de 2-AG (Chanda et al., 2010; Schlosburg et al., 2010). 
 La distribución de la enzima FAAH es casi exclusivamente postsináptica, 
mientras que la de la MGL es presináptica (Gulyas et al., 2004). Este hecho podría estar 
relacionado con la posible función de la anandamida a modo de señalizador 
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postsináptico, mediante la activación de receptores TRPV1 (Grueter et al., 2010; 
Puente et al., 2011). 
 
Figura I-9. Componentes del sistema endocannabinoide en el cerebelo. A) Vías de síntesis y degradación de los 
endocannabinoides. Los endocannabinoides se sintetizan a partir de fosfolípidos de membrana mediante la acción 
de fosfolipasas (PL). DAG: diacilglicerol, AA: ácido araquidónico, 2-AG: 2 araquidonil glicerol, AEA: anandamida, 
DAGL: diacilglicerol lipasa. La degradación los endocannabinoides depende principalmente de dos enzimas, la 
MAGL: monoacil glicerol lipasa y la FAAH: amidohidrolasa de ácidos grasos. B) Representación simplificada de las 
dos sinapsis del cerebelo con mayor expresión del receptor CB1: entre la fibras paralelas de las neuronas granulares 
y las células de Purkinje, y entre las  interneuronas y las células de Purkinje. La unión de glutamato a los receptores 
mGluR1 y la entrada de calcio en la célula de Purkinje provocarían la síntesis de endocannabinoides que 
posteriormente actuarían en la fibra paralela y en algunas interneuronas inhibiendo la liberación de 
neurotransmisor. Adaptado de (Marcaggi 2015) . 
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3.4.  Plasticidad mediada por cannabinoides 
 
 Desde los primeros estudios (Kreitzer y Regehr 2001; Maejima et al., 2001; 
Ohno-Shosaku et al., 2001; Wilson y Nicoll 2001) se han obtenido múltiples evidencias 
sobre la señalización retrógrada por endocannabinoides en diferentes tipos de sinapsis 
en el SNC, así como sobre su implicación en fenómenos de plasticidad sináptica a corto 
y largo plazo (Freund et al., 2003; Chevaleyre et al., 2006; Heifets y Castillo 2009; Kano 
et al., 2009; Alger 2012; Katona y Freund 2012). Como se ha mencionado 
anteriormente los endocannabinoides se sintetizan y liberan desde la neurona 
postsináptica de manera dependiente de actividad o de forma tónica en condiciones 
basales. Mediante la activación de receptores CB1 presinápticos los cannabinoides 
inhiben la liberación de neurotransmisor de forma transitoria (STD, del inglés Short-
Term Plasticity) o de forma persistente (LTD, del inglés Long-Term Plasticity). 
 
3.4.1. Plasticidad a corto plazo: DSE y DSI 
 
 La Supresión de la Inhibición inducida por despolarización (DSI) en sinapsis 
inhibitorias fue descrita por primera vez en el cerebelo por Isabel Llano (Llano et al., 
1991) en registros de corrientes postsinápticas inhibitorias (IPSC) de las células de 
Purkinje. En realidad lo que ocurría es que la despolarización postsináptica inducía la 
síntesis de cannabinoide dependiente de calcio, el cannabinoide difundía 
retrógradamente hasta el terminal presináptico inhibiendo la liberación de 
neurotransmisor durante varios segundos (Llano et al., 1991; Vincent et al., 1992). 
Observaciones similares fueron descritas en rodajas de hipocampo por Pitler y Alger 
(Pitler y Alger 1992) y en cultivos de neuronas hipocampales (Ohno-Shosaku et al., 
2001). Posteriormente se descubrió un fenómeno similar en sinapsis excitatorias, que 
se denominó Supresión de la Excitación inducida por Despolarización (Honore et al., ; 
Kreitzer y Regehr 2001). El hecho de que los endocannabinoides liberados desde la 
postsinapsis activen receptores CB1 presinápticos fue demostrado mediante el 
bloqueo de la DSE con antagonistas de CB1 (Kreitzer y Regehr 2001; Maejima et al., 
2001) y en ratones carentes del receptor (Safo y Regehr 2005). La síntesis de los 
endocannabinoides requiere la despolarización de la neurona postsináptica lo que 
promueve la entrada de calcio que activa las enzimas de síntesis de 
endocannabinoides (Brenowitz y Regehr 2003; Maejima et al., 2005; Brenowitz et al., 
2006). Esta síntesis también puede ser inducida por la activación de receptores 
metabotrópicos de tipo 1 postsinápticos que están acoplados a proteínas Gq/11 y a la 
subsiguiente estimulación la PLCβ. Algunos estudios sugieren que estas dos formas de 
síntesis de endocannabinoides podrían funcionar de manera conjunta y sinérgica. De 
este modo la síntesis de endocannabinoides sería el resultado de una detección de 
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actividad postsináptica coincidente mediada por la PLCβ (Kim et al., 2002; Brenowitz y 
Regehr 2003; Maejima et al., 2005) ya que su activación depende de Ca2+ y de 
proteínas Gq/11. Además el ratón que carece de esta enzima no muestra una síntesis 
aumentada ante la combinación de ambos tipos de estímulos (Maejima et al., 2005). 
 
3.4.2. Plasticidad a largo plazo, LTD 
 
 Poco después de ser descritos los fenómenos de DSE y DSI se demostró que los 
cannabinoides también ejercían una inhibición de la liberación de neurotransmisor de 
manera duradera (LTD) tanto en neuronas excitadoras (Gerdeman et al., 2002; Robbe 
et al., 2002), como en neuronas inhibidoras (Marsicano et al., 2002; Chevaleyre y 
Castillo 2003). Esta depresión a largo plazo se ha estudiado en diferentes regiones 
cerebrales como el estriado dorsal, la amígdala, el hipocampo, el núcleo accumbens, el 
cerebelo, los colículos superiores y el área tegmental ventral. La inducción de la 
depresión a largo plazo por los cannabinoides está relacionada con la inhibición de la 
adenilato ciclasa y la disminución de los niveles de AMP cíclico en la neurona 
presináptica (Chevaleyre y Castillo 2003; Chevaleyre et al., 2006; Chevaleyre et al., 
2007; Mato et al., 2008; Heifets y Castillo 2009). La inducción de la LTD requiere 
tiempos de activación del receptor CB1 mucho mayores que los requeridos para la 
inducción de los fenómenos de DSI y DSE (Chevaleyre y Castillo 2003; Ronesi et al., 
2004). 
 
 Cabe destacar que en algunas sinapsis la LTD dependiente del sistema 
cannabinoide implica sólo a la fase de inducción (Safo y Regehr 2005; Heifets et al., 
2008; Heifets y Castillo 2009; Castillo et al., 2012) y no a la fase de mantenimiento de 
la misma. Esto está de acuerdo con la observación de que el lavado o la retirada del 
agonista cannabinoide después de la inducción de la LTD no revierte el fenómeno en 
las sinapsis en las que ha sido estudiado (Chevaleyre y Castillo 2003; Sjostrom et al., 
2003), lo que sugiere que el mantenimiento de la LTD no depende de la acción de los 
cannabinoides. En la sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje la 
inducción de la LTD requiere la activación de la neurona aferente de forma simultánea 
a la exposición al endocannabinoide (Adermark y Lovinger 2007; Singla et al., 2007; 
Heifets et al., 2008). De manera que sólo las sinapsis activas que detecten los 
endocannabinoides expresarán la depresión a largo plazo. Se ha propuesto que el 
mantenimiento de la LTD en algunas sinapsis podría estar relacionado con la activación 
de receptores NMDA presinápticos (Sjostrom et al., 2003; Bender et al., 2006; Nevian y 
Sakmann 2006; Rodriguez-Moreno y Paulsen 2008) y con la entrada de calcio en la 
neurona presináptica, hecho que contrasta con la inhibición de la liberación de 
neurotransmisor como causante de la depresión sináptica a corto plazo dependiente 
de endocannabinoides. El incremento en la entrada de calcio dependiente de 
receptores NMDA podría activar a la fosfatasa calcineurina que es requerida para el 
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mantenimiento de la LTD en algunas interneuronas (Heifets et al., 2008). Algunos 
estudios relacionan también el mantenimiento de la LTD con la síntesis y liberación de 
óxido nítrico (NO) desde la presinapsis que difundiría sobre la neurona postsináptica 
(Safo y Regehr 2005). En la sinapsis establecida entre la fibra paralela y la célula de 
Purkinje la inhibición de la síntesis de NO previene la inducción de LTD incluso tras la 
aplicación de agonista del receptor CB1 (Safo y Regehr 2005). La expresión 
postsináptica de este fenómeno es una de las peculiaridades que presenta la LTD 
mediada por cannabinoides en las sinapsis entre fibras paralelas y células de Purkinje 
en el cerebelo. Existen varias evidencias sobre la expresión postsináptica de la LTD 
mediada por cannabinoides entre las cuales están la falta de cambio en la facilitación 
de liberación de neurotransmisor, las medidas del coeficiente de variación que indican 
cambios en la postsinápsis y la respuesta reducida al glutamato exógeno (Wang et al., 
2000; Ito 2001) y la disminución de los receptores AMPA en superficie (Wang y Linden 
2000; Xia et al., 2000). Sin embargo, hay que destacar que los receptores CB1 se 
expresan mayoritariamente en las fibras paralelas y no se han detectado en las células 
de Purkinje (Gulyas et al., 2004), lo que hace difícil explicar la expresión postsináptica 
del fenómeno. La inducción de la LTD requiere la activación de la fibra paralela que 
provoca la liberación de glutamato y NO, que activan posteriormente a los receptores 
AMPA y mGluR1 y a la guanilato ciclasa, respectivamente en la célula de Purkinje 
(Shibuki y Okada 1991; Aiba et al., 1994). El NO y el glutamato, junto con el aumento 
de calcio provocado por la estimulación simultánea de las fibras trepadora y paralela, 
activan vías de señalización que en última instancia reducen la respuesta de los 
receptores AMPA de la célula de Purkinje (Lev-Ram et al., 1997; Wang et al., 2000; Ito 
2001). La implicación del receptor CB1 introduce un paso adicional de regulación en el 
proceso (Safo et al., 2006). La liberación de glutamato activa a los receptores AMPA y 
mGluR1 que provoca la síntesis y liberación de 2-AG, activando el eCB su vez a los 
receptores CB1 en la presinapsis. Esta activación presumiblemente da lugar a la 
liberación de un mensajero anterógrado que actuaría en la célula postsináptica 
induciendo la LTD. Dado que el aumento de NO y de calcio en la neurona postsináptica 
son capaces de inducir LTD, es probable que la activación del receptor CB1 promueva 
la liberación de NO desde la presinapsis. La mayoría de autores también coinciden en 
que la inducción de la LTD depende de la liberación de cannabinoides y tiene una 
expresión presináptica, mientras que el mantenimiento de la misma es independiente 
de cannabinoides y se expresa de forma postsináptica (Safo et al., 2006). 
 La mayoría de las evidencias indican que la inhibición de la vía AMPc/PKA 
dependiente de la activación del receptor CB1 es crucial para la inducción de formas 
presinápticas de LTD tanto en sinapsis inhibitorias como excitatorias. Esta vía de 
señalización, aunque modulada en sentido contrario, estaría también implicada en 
procesos de LTP, cuyo mecanismo de expresión se traduciría en cambios prolongados 
sobre en la maquinaria exocitótica (Tzounopoulos et al., 1998; Castillo et al., 2002; 
Lonart et al., 2003). Los cambios duraderos en el funcionamiento de la maquinaria 
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exocitótica  por regulación de la adenilato ciclasa se han  asociado con la actividad de 
la proteína RIM1. En este contexto se ha identificado la fosforilación por PKA de un 
residuo de serina 413 de RIM1 alfa como responsable la LTP. Ahora, los datos de 
ratones mutantes en los que la mencionada serina había sido sustituida por alanina 
mostraban que la  LTP de las fibras musgosas y del cerebelo, así como LTD  del 
hipocampo  eran normales (Kaeser et al., 2008). Otra proteína de la maquinaria 
exocitótica que podría estar implicada en estos procesos de LTP y LTD es la proteína 
Rab3 por medio de  su interacción con RIM (Castillo et al., 1997; Schoch et al., 2002; 
Tsetsenis et al., 2011). Dicha interacción es dependiente de que la proteína Rab3 esté 
unida a GTP, lo que proporcionaría un punto de regulación, ya que el estado de Rab3 
(Rab3-GDP o Rab3-GTP) impide o permite, respectivamente, la interacción de Rab3 
con RIM1 (Wang et al., 1997; Wang et al., 2000). 
 
 Es importante señalar que en estas formas de plasticidad dependientes de 
endocannabinoides la transmisión sináptica se determina registrando la actividad de la 
neurona postsináptica que no deja de ser una medida indirecta de las acciones 
presinápticas de los cannabinoides en las numerosas aferencias que esta neurona 
recibe. Por lo que se desconoce si la modulación presináptica de los cannabinoides es 
similar en todos los botones sinápticos. Por ello, sería interesante poder analizar las 
respuestas de los cannabinoides en los botones sinápticos de manera individual con el 
fin de entender si existe heterogeneidad en las mismas, algo que no se detecta cuando 
se analizan las respuestas postsinápticas. 
 
4. Señalización por AMPc 
 
 El AMPc fue identificado por primera vez en la década de 1950 como mediador 
intracelular y hoy en día se conoce como uno de los segundos mensajeros más 
importantes en la señalización celular. Su concentración en el interior de la célula en 
condiciones normales es de 10-7M, pero puede incrementarse en segundos hasta 20 
veces tras la llegada de una señal extracelular. Los dos factores clave en la regulación 
de sus niveles son la modulación de la actividad adenilato ciclasa (AC), responsable de 
su síntesis a partir de ATP y la actividad fosfodiesterasa (PDE) que lo degrada a 5'-
AMPc. 
 
 Como segundo mensajero el AMPc puede inducir respuestas fisiológicas que 
van desde el crecimiento y la diferenciación hasta la regulación de la secreción de 
hormonas y neurotransmisores. El efector más común de este segundo mensajero en 
diversos procesos celulares como en la exocitosis mediada por AMPc en organismos 
pluricelulares es la proteína quinasa A (PKA) (Seino y Shibasaki 2005). Esta enzima es 
un tetrámero, compuesto por dos subunidades reguladoras y dos catalíticas. La unión 
de cuatro moléculas de AMPc, dos a cada unidad reguladora, da lugar a un cambio 
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conformacional y la disociación en un dímero regulador y dos monómeros catalíticos 
activos (Smith et al., 1999; Johnson et al., 2001; Kopperud et al., 2002). PKA está 
implicada en la potenciación de la liberación de neurotransmisor a diferentes niveles, 
incluidos el reclutamiento de VSs desde el pool de reserva al pool de reciclamiento, 
aumento de la entrada de calcio y modulación de la fusión de las vesículas con la 
membrana (Yoshihara et al., 2000; Kuromi y Kidokoro 2003). La señalización por AMPc-
PKA es importante en procesos de LTP en las fibras musgosas de hipocampo (Huang et 
al., 1994; Weisskopf et al., 1994) y en la sinapsis establecida entre la fibra paralela y 
célula de Purkinje en el cerebelo (Salin et al., 1996; Linden y Ahn 1999). Esta 
señalización también está implicada en fenómenos de LTD en la vía colateral de 
Schaffer en la región CA1 del hipocampo (Brandon et al., 1995). Aunque la PKA ha sido 
estudiada como la principal diana del AMPc, se han identificado otras dianas de este 
nucleótido como algunos canales iónicos regulados por nucleótidos cíclicos, 
permeables a Na+ y K+ en respuesta a la unión de nucleótidos cíclicos intracelulares. 
Además, en los últimos años se ha descrito otra diana del AMPc, que es un factor 
intercambiador de nucleótidos de guanina activado por AMPc (Epac, del inglés 
Exchange Protein directly Activated by cAMP) (de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 
1998; de Rooij et al., 2000). Hay dos isoformas Epac1 y Epac2, codificadas por dos 
genes distintos, RAPGEF3 y RAPGEF4, respectivamente (de Rooij et al., 1998; Kawasaki 
et al., 1998). Epac1 y Epac2 son proteínas multidominio que consisten en una región N-
terminal reguladora y otra C-terminal catalítica (Figura10). La región reguladora 
contiene un dominio de unión a nucleótidos cíclicos (CNB) y un dominio implicado en 
la localización en membrana (DEP, Dishevelled, Egl-10 y Plecstrina). La isoforma 2 tiene 
además un dominio CNB adicional en la parte N-terminal. La región catalítica contiene 
un dominio GEF (del inglés Guanine Nucleotide Exchange Factor) también llamado 
CDC25HD, un dominio REM (del inglés Ras Exchange Motif) que estabiliza el dominio 
GEF y un tercer dominio RA (del inglés Ras Association) que se une a Ras. La unión de 
AMPc a Epac induce un cambio conformacional profundo en la estructura de la 
proteína, favoreciendo la conformación abierta y la unión de Rap. De este modo Epac 
promueve el intercambio de GDP por GTP en las GTPasas monoméricas Rap1 y Rap2 
(Breckler et al., 2011). 
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Figura I-10. Estructura esquemática de las proteínas Epac. A) Dominios reguladores y catalíticos de Epac1 y de 
Epac2. B) La activación de la proteína por AMPc causa un cambio conformacional, permitiendo de este modo la 
interacción con Rap. Redibujado de (Bos 2006). 
 
 Las proteínas Epac se expresan en prácticamente todos los tejidos pero ambas 
isoformas tienen un patrón diferente de expresión y son reguladas durante el 
desarrollo (Ulucan et al., 2007). El ARN mensajero de Epac1 tiene una distribución 
amplia pero especialmente abundante en el riñón y el corazón, mientras que Epac2 
predomina en el cerebro y la glándula adrenal (Kawasaki et al., 1998). Se ha descrito la 
interacción de las proteínas Epac con numerosas proteínas: con las proteínas RIM2 y 
Piccolo (Ozaki et al., 2000; Fujimoto et al., 2002), con la proteína MAP1 (del inglés 
Microtubule-Associated Protein 1, proteína asociada a microtúbulos 1) del 
citoesqueleto (Borland et al., 2006) con la proteína Ras (Liu et al., 2008). Epac forma 
parte de complejos multiproteicos de señalización por AMPc dependientes de 
proteínas de andamiaje AKAP (Sehrawat et al., 2011). Se ha observado una 
disminución de los niveles de Rab3a en el ratón KO de Epac2 lo que sugiere una 
interacción entre las dos proteínas (Fernandes et al., 2015).  
 
 Desde el punto de vista farmacológico el AMPc se une con más afinidad a PKA 
que a Epac por lo que Epac actuaría en un rango de concentraciones de AMPc mayor 
(Seino y Shibasaki 2005). El activador ortostérico 8-pCpt-2´O-Me-cAMP activa tanto 
Epac1 como Epac2 (Rehmann et al., 2008). Se han descrito diversos inhibidores de 
Epac, aunque sólo ESI-05 parece ser específico (Tsalkova et al., 2012). Respecto a los 
acciones fisiologías de la activación de las proteínas Epac se ha demostrado su 
implicación en procesos de diferenciación y de crecimiento axonal en neuronas de 
hipocampo a través de la GTPasa Rap1B (Munoz-Llancao et al., 2015) así como en la 
remodelación sináptica y en la modulación de la neurotransmisión (Laurent et al., 
2012). Epac está implicada en la potenciación de la exocitosis en distintos tipos de 
células y tejidos no neurales como células secretoras de insulina (Kwan et al., 2007), 
melanocitos de la pituitaria (Sedej et al., 2005) y la reacción acrosómica de los 
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espermatozoides (Branham et al., 2009). Así mismo, Epac está implicada en la 
neurotransmisión en regiones del sistema nervioso como el cáliz de Held (Sakaba y 
Neher 2003; Kaneko y Takahashi 2004; Gekel y Neher 2008) neuronas de corteza 
cerebral (Huang y Hsu 2006), cerebelo (Ster et al., 2007) e hipocampo (Gelinas et al., 
2008; Yang et al., 2012; Fernandes et al., 2015) y en la potenciación por receptores β-
adrenérgicos de la liberación de glutamato en sinaptosomas (Ferrero et al., 2013). 
 
 La importancia de Epac en los mecanismos de liberación de neurotransmisor se 
ha demostrado en el ratón KO de Epac1 y Epac2 (Yang et al., 2012). En las rodajas de 
hipocampo de este ratón, la ausencia de las dos proteínas, pero no de cada una por 
separado, disminuye la liberación inducida (EPSCs) y la frecuencia, pero no la amplitud, 
de la liberación espontánea (mEPSCs). La ausencia de Epac1 y 2 no altera la plasticidad 
a corto plazo pero anula la plasticidad a largo plazo (LTP) (Yang et al., 2012). De 
acuerdo con esto se ha descrito que la ausencia de Epac2 muestra deficiencias en la 
potenciación a largo plazo y en la modulación de la transmisión sináptica por AMPc 
(Fernandes et al., 2015). En el cáliz de Held la potenciación de la transmisión sináptica 
inducida por incremento de los niveles de AMPc con forskolina es insensible a los 
inhibidores de PKA (Sakaba y Neher 2003) y es mimetizada por los activadores de Epac 
(Kaneko y Takahashi 2004; Gekel y Neher 2008).  
 
Sin embargo, los mecanismos de señalización de Epac en la potenciación de la 
liberación de neurotransmisores no se han establecido de manera definitiva. Si bien 
Epac inhibe canales de K+ sensibles a ATP (Zhao et al., 2013), muchos de los datos de 
señalización de Epac se han obtenido en sistemas secretores no neuronales. Así, el 
aumento de la liberación de neurotransmisor podría ser debida a: la interacción 
directa de Epac y la activación subsiguiente de la proteína RIM como se ha observado 
en células secretoras de insulina (Ozaki et al., 2000), la activación de Rab3 (Park et al., 
2012) como sugiere la disminución de esta proteína en el KO de Epac2 (Fernandes et 
al., 2015), la activación de PLCε a través de la diana de Epac Rap2B (Schmidt et al., 
2001; Dzhura et al., 2011) para generar DAG y activar Munc18 a través de la activación 
de PKC (Hucho et al., 2005; Gekel y Neher 2008) o a la activación de Munc13. Los datos 
de este laboratorio indican que la potenciación de la liberación de glutamato mediada 
por el receptor β-adrenérgico  en sinaptosomas cerebrocorticales también depende de 
Epac (Ferrero et al., 2013). Según estos datos el aumento de AMPc proporcionado por 
el receptor activaría Epac que a su vez activaría PLC promoviendo la hidrolisis de 
fosfoinosítidos. Esto resultaría en la producción de DAG que su vez 
activaría/translocaría Munc13-1 a la zona activa. Además, la activación del receptor β-
adrenérgico potencia a interacción entre Rab3A y RIM1α (Ferrero et al., 2013). 
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 En el presente trabajo se ha estudiado la implicación de la proteína Epac en el 
fenómeno del silenciamiento presináptico inducido por la activación prolongada del 
receptor CB1 en neuronas granulares de cerebelo. 
 
5. Sinapsis silentes 
 
 El silenciamiento sináptico es una forma extrema de regulación de la fuerza de 
la transmisión sináptica que podría tener importantes implicaciones en la plasticidad. 
Las primeras evidencias de este tipo de comportamiento fueron proporcionadas por 
estudios de electrofisiología en los que se estudiaba la liberación de neurotransmisor 
mediante análisis cuantal y en los que se observó que el número de sitios de liberación 
funcionales no se correspondía con el número de sitios físicos de contacto entre 
neuronas (Neale et al., 1983; Wojtowicz et al., 1991). Las sinapsis silentes no 
responden al estímulo y el fenómeno del silenciamiento puede afectar tanto a la célula 
presináptica como a la postsináptica (Figura I-11). 
 
 
Figura I-11. Tipos de sinapsis silentes. A) Sinapsis activas que liberan neurotransmisor que se une a receptores 
postsinápticos. B) Sinapsis silentes presinápticas que son incapaces de liberar neurotransmisor. C) Sinapsis silentes 
postsinápticas que carecen de receptores postsinápticos. Adaptado de (Crawford y Mennerick 2012). 
  
 Las sinapsis silentes postsinápticas (Faber et al., 1991; Charpier et al., 1995) son 
aquellas en las que la  liberación de neurotransmisor se produce normalmente pero 
estas no son capaces de provocar la respuesta de la neurona postsináptica en 
condiciones de potencial de membrana de reposo, aunque sí cuando la membrana 
postsináptica está despolarizada (Kerchner y Nicoll 2008). Este hecho se ha relacionado 
con ausencia de receptores AMPA, cuya activación despolariza la membrana liberando 
al receptor NMDA de su bloqueo por Mg2+ (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984; Citri 
y Malenka 2008). La conversión de estas sinapsis silentes postsinápticas en sinapsis 
activas por incorporación de receptores AMPA a la superficie de la neurona parece 
estar implicada en la LTP (Isaac et al., 1995; Liao et al., 1995) y el desarrollo (Kerchner y 
Nicoll 2008). 
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 El  silenciamiento presináptico se caracteriza por la incapacidad para liberar 
neurotransmisor tras la llegada de un potencial de acción a pesar de una entrada de 
calcio normal y de la existencia de un complemento de proteínas presinápticas similar 
al de una sinapsis funcional (Cousin y Evans 2011; Crawford y Mennerick 2012). Es 
importante señalar que una sinapsis silente no debe ser confundida con una sinapsis 
con una baja probabilidad de liberación, cosa que puede ocurrir si el estímulo aplicado 
es demasiado débil (Cousin y Evans 2011). Las sinapsis silentes presinápticas no tienen 
alterada la funcionalidad de los receptores postsinápticos (Moulder et al., 2004; 
Moulder et al., 2006). Los botones sinápticos activos pueden convertirse en silentes 
cuando se someten a una despolarización crónica (Moulder et al., 2004). Se ha 
observado que el aumento de la entrada de Ca2+ no revierte el silenciamiento 
(Moulder et al., 2004) porque los botones silenciados muestran una maquinaria de 
liberación alterada con un tamaño reducido del agrupamiento de vesículas sinápticas 
listas para la liberación (RRP) y niveles disminuidos de algunas proteínas de la zona 
activa (Jiang et al., 2010).  Dado que en el silenciamiento presináptico por 
despolarización crónica el cambio observado tiene una polaridad opuesta al estímulo 
que lo induce, este silenciamiento presináptico podría representar una adaptación de 
la red neuronal a un incremento sostenido en la excitabilidad. Sin embargo, el 
silenciamiento presináptico no resulta únicamente de un cambio homeostático ya que 
esta forma de silenciamiento se puede inducir también por la activación persistente de 
receptores acoplados a proteínas G que inhiben la liberación de glutamato (Crawford 
et al., 2011) aunque los receptores de cannabinoides sólo parecen silenciar las sinapsis 
GABAérgicas (Losonczy et al., 2004). Se ha sugerido que la reducción en los niveles de 
AMPc induce el silenciamiento presináptico a la vez que ocluye el silenciamiento 
inducido por despolarización (Moulder et al., 2008). Este mismo estudio demuestra 
que el inhibidor del proteasoma MG132 previene la inducción del silenciamiento. 
 Existen diferentes teorías sobre el significado fisiológico del silenciamiento 
presináptico. Por un lado, se ha sugerido que podría tener una función protectora 
frente a una elevada actividad neuronal (Crawford et al., 2012). En el caso de la 
sinapsis establecida entre la fibra paralela y la célula de Purkinje en el cerebelo el 
silenciamiento podría estar relacionado con la redistribución de los pesos sinápticos. 
Hay datos in vivo que indican que aproximadamente el 85% de estas sinapsis son 
silentes (Isope y Barbour 2002) y que el proceso de aprendizaje motor consistiría en 
dar más peso a unas sinapsis (Dean et al., 2010) que a otras (Porrill y Dean 2008; Dean 
et al., 2010), por medio de un fenómeno de silenciamiento. El mecanismo del 
silenciamiento podría tener la ventaja de la menor escala temporal (minutos a horas) 
en la que opera en comparación con la sinaptogénesis y la remodelación sináptica. 
  
 Datos recientes obtenidos en nuestro grupo han mostrado que la exposición 
prolongada a los agonistas de los receptores CB1 induce el silenciamiento de las 
sinapsis glutamatérgicas. Así, la incubación de las células granulares con el agonista 
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cannabinoide HU210 resulta en una inhibición de la respuesta exocitótica global de la 
preparación celular, que cuando es analizada individualmente en cada uno de los 
botones sinápticos de estas neuronas, indica la ausencia total de exocitosis en una 
subpoblación de botones sinápticos. Este silenciamiento parece estar relacionado con 
una disminución de los niveles a AMPc, aunque es independiente de la actividad de 
PKA. El análisis de la distribución de las vesículas sinápticas estudiado con microscopia 
electrónica ha mostrado la retirada de las vesículas sinápticas de las proximidades de 
la membrana plasmática en la zona activa. Así mismo, se ha observado que esta 
redistribución de las vesículas sinápticas no tiene lugar en los ratones carentes del 
receptor CB1. 
 
 En este trabajo se ha continuado con el estudio del mecanismo molecular del 
silenciamiento presináptico inducido por la exposición a agonistas de los receptores de 
cannabinoides con especial interés en la señalización PKA-independiente iniciada por 
el receptor y los efectos de esta acción  sobre la maquinaria exocitótica de las células  
granulares.
 59 
 
 
 
 
  
 60 
 
 
 61 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II  OBJETIVOS
 62 
 
OBJETIVOS 
63 
 
II OBJETIVOS 
 
Esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio de los mecanismos implicados 
en el silenciamiento presináptico inducido por la exposicion prolongada a agonistas 
cannabinoides de las células granulares de cerebelo. 
Se ha prestado especial interés a la señalización mediada por Epac e iniciada 
por la activación del receptor CB1 así como a los efectos de esta señalización sobre 
sobre la maquinaria exocitótica de las células  granulares. 
 
Los objetivos concretos son: 
  
1. Identificar alguna de las proteínas de la maquinaria exocitótica determinantes 
de la susceptibilidad al proceso del silenciamiento. 
 
2. Determinar algunas de las  propiedades del silenciamiento presináptico como 
duración, reversibilidad, inducción mediante diferentes agonistas del receptor 
CB1 de cannabinoides, etc. 
 
3. Profundizar en el papel de la proteína Epac en el silenciamiento presináptico 
mediante el uso de técnicas farmacológicas y genéticas. 
 
4. Determinar el papel de la proteína RIM1 en el silenciamiento mediante el uso 
células granulares procedentes de animales de genotipo salvaje y carentes de la 
misma. 
 
5. Estudiar los cambios en la distribución de las vesículas sinápticas en relación 
con la inducción y la prevención farmacológica del silenciamiento.
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III MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. Materiales  
 
1.1. Material biológico 
 
 Los experimentos de esta Tesis Doctoral se realizaron empleando células 
granulares de cerebelo de rata. Se utilizaron ratas albinas (Ratus norvegicus) de la cepa 
Wistar de 7 días postnatales. Los animales fueron suministrados por el animalario de la 
Universidad Autónoma de Madrid, 1 hora aproximadamente antes de la realización del 
cultivo, momento hasta el cual permanecieron junto a la madre. 
 Para algunos de los estudios funcionales se utilizaron ratones (Mus musculus) 
C57/BL6 de cepa salvaje o modificados genéticamente, carentes de la proteína 
presináptica RIM1α (Schoch et al., 2002). Estos últimos fueron cedidos por la doctora 
Susanne Schoch de la Universidad de Bonn. Las colonias de estos ratones se 
mantuvieron en el animalario de la Facultad de Medicina de la UCM. 
 Los diferentes procedimientos de manipulación y sacrificio de los animales se 
llevaron a cabo de acuerdo con las recomendaciones éticas para la manipulación de 
animales y la normativa de la Comisión Europea (86/609/ECC). La experimentación 
animal de los proyectos de investigación que han financiado este trabajo ha sido 
aprobada por el comité de Experimentación Animal de la UCM. 
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Esquema III-1. Metodología empleada en el presente trabajo para los experimentos con cultivo primario de células 
granulares de cerebelo de rata y de ratón de genotipo salvaje o carente de la proteína presináptica RIM1α (con o sin 
rescate). Entre paréntesis se indica la sección correspondiente con la información detallada de cada una de las 
técnicas. 
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1.2. Equipos 
 
1.2.1. Cultivos y electroporación 
 
Equipo Casa comercial 
Agitador orbital modelo WY-100  Comecta, Barcelona, España 
Cabina de flujo laminar PV-30  Telstar; Terrasa, España 
Incubador HERAcell®  Thermo Fisher Scientific; NC, EE.UU. 
Amaxa Nucleofector II Amaxa Biosystems; Colonia, Alemania 
Tabla III-1. Equipos utilizados en cultivos y electroporación 
1.2.2. Adquisición de imagen 
 
Equipo Casa comercial 
Microscopio invertido modelo Eclipse TE-2000S Nikon; Japón 
Objetivo de inmersión en aceite  CFI plan Apo VC 60x (NA 1,4) Nikon; Japón 
Cámara CCD modelo iXonEM+DU885 Andor Technology; Belfast, Irlanda 
Monocromador  Kinetic Imaging; Nottingham, Reino Unido 
Sistema de administración VC6 Warner Instruments; CT, EE. UU. 
Termostato de vías TC-344B  Warner Instruments; CT, EE. UU. 
Cámara de perfusión modelo PH5 Warner Instruments; CT, EE. UU. 
Microscopio JEM1010  JEOL (Tokio, Japón) 
Tabla III-2. Equipos de adquisición de imagen 
 
1.2.3. Genotipado 
 
Equipo Casa comercial 
Termobloque Termomixer Compact Eppendorf; Hamburgo, Alemania 
Termociclador MasterCycler Personal Eppendorf; Hamburgo, Alemania 
Sistema Hoefer miniVe Amersham Pharmacia; GE Healthcare, Reino Unido 
Fuente modelo EPS 601  Amersham Pharmacia; GE Healthcare, Reino Unido 
Analizador de imágenes Fluor S Multimager Bio-Rad Laboratories, Inc.; Hércules, EE.UU. 
Tabla III-3. Equipos utilizados para el genotipado 
 
1.2.4. Acumulación de AMPc 
 
Equipo Casa comercial 
Lector de placas FLUOStar Omega  BMG LabTech; Otenberg, Alemania 
Tabla III-4. Equipo utilizado para medir la acumulación de AMPc 
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1.3. Reactivos, anticuerpos y fármacos 
1.3.1. Material de cultivos 
 
Producto Casa comercial  Referencia 
Kit de digestión enzimática con papaína Worthington; Lakewood NJ, EE.UU PSD2, LK003163 
Medio de cultivo Neurobasal A Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU 10888-022 
Suplemento de medio de cultivo B-27 Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU 17504-044 
Suplemento de glutamina de degradación lenta Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU A12860-01 
Solución antibiótica-antimicótica Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU 15240-062 
      
Kit electroporación neuronas rata, rat Nucleofector Kit Lonza; Basilea, Suiza VPG-1003 
      
Citosina b-D-arabinofuranósido, inhibidor replicación ADN Sigma-Aldrich; MO, EE.UU C1768 
EBSS (Earl's Balanced Salt Solution) Sigma-Aldrich; MO, EE.UU E6267 
Poli-L-Lisina Sigma-Aldrich; MO, EE.UU P4707 
      
Cubreobjetos de vidrio (15mm de diámetro) Menzel-Gläser (Braunschweig, Alemania CB00150RA1 
Tabla III-5. Material de cultivos 
 
1.3.2. Reactivos y sondas 
 
 Casa comercial Referencia 
Sales Sigma-Aldrich; MO, EE.UU. - 
Sales Merck-Millipore; Darsmstad, Alemania - 
Sonda FM-43 Invitrogen Life Technologies (CA, EE.UU) T35356 
Tabla III-6. Reactivos y sondas 
1.3.3. ARN para el silenciamiento de la expresión de proteínas  
 
siARN Secuencia diana Casa comercial Referencia 
Epac2 (Acell Rat Rapgef4) CCCUUGCUUAUUAAAGAUA Dharmacon A-101689-11-0020 
Epac1 (Acell Rat Rapgef3) CCAUCAUCCUUCGAGAAAA Dharmacon A-095869-17-0005 
Control negativo (Non-targeting) UGGUUUACAUGUCGACUAA Dharmacon D-001910-01-20 
Aplicación siARN Casa comercial Referencia 
5X siRNA Buffer  Thermo Fisher Scientific B-002000-UB-100 
Acell siRNA Delivery Media  Thermo Fisher Scientific B-005000-100 
Extracción de ARN Casa comercial Referencia 
RNeasy Plus Mini Kit Quiagen Iberia S.L., Madrid 74134 
Retrotranscripción Casa comercial Referencia 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 4368814 
Tabla III-7. Reactivos para el silenciamiento de la expresión de proteínas 
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1.3.4. Genotipado 
 
Extracción ADN Casa comercial Referencia 
kit Wizard SV Genomic DNA Purification System Promega; Madison, EE.UU. A2361 
Proteinasa K Promega; Madison, EE.UU. M8305 
Polimerasa termoresistente Promega; Madison, EE.UU. M8305 
PCR Casa comercial Referencia 
Cebador 1774 Sigma-Aldrich; MO, EE.UU. SY130539064-53 
Cebador 1773 Sigma-Aldrich; MO, EE.UU. SY130539064-54 
Cebador 1808 Sigma-Aldrich; MO, EE.UU. SY130539049-070 
Cebador 676 Sigma-Aldrich; MO, EE.UU. SY130539049-071 
Electroforesis Casa comercial Referencia 
Agarosa Sigma-Aldrich; MO, EE.UU. A9539 
SYBR Safe  Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU 4309155 
Escalera de 100 pb Real Durviz; Paterna, Valencia, España RBMM2 
Tabla III-8. Reactivos utilizados en el genotipado 
1.3.5. Fármacos utilizados en imagen y microscopía electrónica de células  
 
 Los fármacos utilizados para los tratamientos en los diferentes experimentos se 
consiguieron como se detalla a continuación: 
Compuesto Función Casa comercial Referencia 
Forskolina Activador AC Calbiochem; CA, EE.UU. 344270 
H-89 Inhibidor PKA Calbiochem; CA, EE.UU. 371962 
8-p-Cpt-2'-Me-O-Camp Activador Epac BioLog; Bremen, Alemania C041 
ESI-05 Inhibidor selectivo Epac2 BioLog; Bremen, Alemania M-092 
SQ-22536 Inhibidor AC Merck-Millipore; Darmstad, Alemania 568500 
U-73122 Inhibidor PLC Merck-Millipore; Darmstad, Alemania 662035 
HU-210 Agonista CB1R Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido 966 
WIN 55,212-2 mesylate Agonista CB1R Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido 1038 
2-Arachidonylglycerol Agonista endógeno CB1R Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido 1298 
JZL 184 Inhibidor MAGL Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido 3836 
(-)-Isoproterenol hydrochloride Agonista β-AR Sigma-Aldrich; MO, EE.UU I6504 
Tabla III-9. Fármacos utilizados en imagen y microscopía electrónica de células 
 
1.3.6. Acumulación de AMPc 
 
Producto Casa comercial Referencia 
Kit cAMP dynamic 2 CisBio; Codolet, Francia 62AM4PEB 
IBMX (inhibidor fosfodiesterasas de AMPc y GMPc) Sigma-Aldrich; MO, EE. UU. I5879 
Tabla III-10. Reactivos usados para medir la acumulación de AMPc 
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1.3.7. Inmunodetección 
 
Anticuerpos Primarios Especie huésped Concentración Casa comercial Referencia 
anti-CB1 cobaya 1-300 Frontier Institute Co. Ltd;Hokkaido, Japón CB1-GP-Af530 
anti-Munc13 ratón 1-1000 Synaptic Systems; Goettingen, Alemania 12611 
anti-RIM conejo 1-400 Synaptic Systems; Goettingen, Alemania 14003 
anti-Bassoon cobaya 1-500 Synaptic Systems; Goettingen, Alemania 141004 
anti-vGlut1 conejo 1-500 Synaptic Systems; Goettingen, Alemania 135302 
anti-Rab3 ratón 1-1500 Synaptic Systems; Goettingen, Alemania 107111 
Anticuerpos Secundarios Especie huésped Concentración Casa comercial Referencia 
Alexa 488 anti-ratón burro 1-200 Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU. A21202 
Alexa 488 anti-conejo burro 1-200 Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU. A21206 
Alexa 594 anti-ratón burro 1-200 Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU. A21203 
Alexa 594 anti-conejo burro 1-200 Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU. A21207 
Alexa 594 anti-cobaya cabra 1-200 Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU. 11076 
Otros Casa comercial Referencia 
Suero normal de cabra (bloqueo uniones inespecíficas) Jackson Immunoresearch; PA, EE.UU. 005-000-121 
Suero normal de burro (bloqueo uniones inespecíficas) Jackson Immunoresearch; PA, EE.UU. 017-000-121 
Líquido de montaje Prolong Antifade con DAPI (marcaje núcleos) Invitrogen, Life Technologies; CA, EE.UU. P36935 
Portaobjetos de vidrio (26 x 76mm) Menzel-Gläser, Braunschweig, Alemania AD00000112E 
Tabla III-11. Reactivos y anticuerpos usados para inmunodetección 
1.3.8. Microscopía electrónica en células 
 
Compuesto Función Casa comercial Referencia 
OsO4 Fijador de microscopía electrónica Electron Microscopy Sciences; PA, EE. UU. 19170 
K4Fe(CN)6 Aumenta contraste Merck MA; EE.UU. 104971 
Glutaraldehído grado I Fijador de microscopía electrónica Sigma-Aldrich; MO, EE. UU.) G5882 
Kit de resinas SPURR® Inclusión de muestras TAAB; Berkshire, Reino Unido S024D 
Tabla III-12. Reactivos utilizados en microscopía electrónica de células 
1.4. Medios 
1.4.1. Cultivo primario de células granulares de cerebelo 
 
Medio I 
Compuesto Concentración 
Papaína 12,5 U/ml 
DNAsa 600 U 
CaCl2 2,4 mM 
MgCl2 2,4 mM 
Tabla III-13. Composición del medio I 
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Medio II 
Compuesto Concentración 
Ovomucoide 10mg/ml 
DNAsa 400 U 
CaCl2 2,4mM 
MgCl2 2,4mM 
Tabla III-14. Composición del medio II 
Compuesto Concentración 
Solución antibiótica-antimicótica 100x 1% (v/v) 
Suplemento de medio de cultivo B-27 50x 2% (v/v) 
Suplemento de glutamina de degradación lenta 100x 1% (v/v) 
KCl 25 mM 
Tabla III-15. Composición del medio de cultivo Neurobasal suplementado 
1.4.2. Imagen en célula viva 
 
 Para la realización de los experimentos de imagen se utilizaron medios HBM 
(del inglés Hepes Buffer Medium) de lavado con baja concentración de KCl (5mM) y de 
estimulación con alta concentración de KCl (50mM), cuya composición se detalla a 
continuación. Para los experimentos con vGlut1-pHluorina además se utilizó HBM con 
amonio para alcalinizar el interior de las vesículas sinápticas. Todos los medios fueron 
atemperados a 37ºC y su pH ajustado a 7,4. 
 
HBM  LAVADO ESTIMULACIÓN AMONIO 
Compuesto 
  
Concentración (mM) 
  
NaCl 140 95 90 
KCl 5 50 5 
NaHCO3 5 5 5 
Na2HPO4 1,2 1,2 1,2 
MgCl2 1 1 1 
CaCl2 - 1,33 - 
Glucosa 10 10 10 
HEPES 10 10 10 
NH4Cl - - 50 
Tabla III-16. Composición de los medios HBM 
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1.4.3. Silenciamiento de genes 
 
Compuesto Concentración 
Solución antibiótica-antimicótica 100x 1% (v/v) 
Suplemento de medio de cultivo B-27 50x 2% (v/v) 
KCl 25 mM 
Tabla III-17. Composición del medio suplementado 
Compuesto Volumen por tubo (μl) 
Tampón Taqman RT 10X 5 
Mezcla dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dUTP) 25X 2 
Cebadores aleatorios 10X 5 
Transcriptasa inversa MultiScribe 50U/ul 2,5 
Tabla III-18. Reactivos para la reacción de retrotranscripción 
Compuesto Volumen por tubo (μl) 
Mezcla TaqMan Universal 2X 10 
Sonda primers Epac2/GAPDH 1 
Agua libre de ARNasas 4 
Producto de la RT diluido 1/2 5 
Tabla III-19. Reactivos para la reacción de RT-PCR 
 
1.4.4. Inmunocitoquímica post-hoc 
 
Compuesto Concentración (mM) 
NaCl 137 
KCl 27 
Na2HPO4 100 
KH2PO4 18 
Tabla III-20. Composición PBS 
1.4.5. Genotipado de ratones 
 
Compuesto Volumen por tubo (μl) 
Solución de lisis de núcleos 200 
EDTA 0,5M pH 8,0 50 
RNAsa A (10mg/ml) 5 
Proteinasa K (20mg/ml) 20 
Tabla III-21. Composición mezcla de digestión 
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Compuesto Volumen por tubo (μl) 
Agua libre nucleasas 10,3 
5x  Green GoTaq Buffer 4 
Mezcla nucleótidos PCR 0,4 
MgCl2 1,2 
Cebadores:  1774 0,5 
1773 0,5 
1808 0,5 
676 0,5 
Polimerasa GoTaq (U/μl) 1,9 
ADN genómico 2 
Tabla III-22. Mezcla de reacción de la PCR 
Compuesto Concentración (mM) 
Tris 40 
Acetato 20 
EDTA (pH 8-8,4) 1 
Tabla III-23. Composición TAE 
1.4.6. Microscopía electrónica en células 
 
 Composición 
Tampón Compuesto Concentración (%) 
Millonig (tampón fosfato 0,1M);  
pH 7,3 
NaH2PO4 1,87 (p/v) 
NaOH 0,38 (p/v) 
Fijación I 
Paraformaldehído 4 
Glutaraldehído 2,5 
Fijación II (Osmicación) 
OsO4 1,0 
K3Fe(CN)6 1,5 
Tabla III-24. Composición de los tampones y fijadores 
 
2. Métodos 
2.1. Cultivo primario de neuronas granulares de cerebelo de rata y ratón 
2.1.1. Preparación de las placas 
 
 Para favorecer la adhesión celular a las placas, en los tratamientos con siARN 
para silenciamiento y en la determinación de niveles de AMPc, o a los cubreobjetos en 
los experimentos de imagen, estos materiales se trataron con poli-L-lisina. En el 
segundo caso el procedimiento fue el siguiente: 
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− Tratar los cubreobjetos con HCl 1,5M durante 20 minutos para facilitar la 
adhesión de la poli-L-lisina 
− Lavar los cubreobjetos 3 veces con agua desionizada estéril y dejar secar 
− Cubrir cada uno de los cubreobjetos con 100µl de poli-L-lisina 0,1 mg/ml 
− Incubar durante 3 horas a 37ºC 
− Lavar 3 veces con agua desionizada, colocar 3 cubreobjetos por pocillo en 
placas de 6 pocillos y dejar secar 
 En el caso de las placas para los tratamientos con ARN de silenciamiento (placas 
de 6 pocillos) y para la determinación de los niveles de AMPc (placas de 96 pocillos) el 
procedimiento fue el mismo excepto que el tratamiento con HCl 1,5M se omitió. 
2.1.2. Protocolo del cultivo 
 
 El método usado se basa en una extracción enzimática con papaína y 
purificación en gradiente con el inhibidor de papaína conjugado con BSA 
(ovomucoide). El procedimiento fue el siguiente: 
− Sacrificio de los animales por decapitación y extracción del cerebelo en EBSS 
frío 
− Limpieza de los cerebelos de elementos no cerebelosos, meninges y vasos 
sanguíneos en EBSS frío. Este proceso, así como todos los siguientes se llevaron 
a cabo en campana de flujo laminar 
− Disgregación mecánica con tijeras de cirugía de los cerebelos en medio I (Tabla 
III-13) y transferencia de los mismos a un tubo de 50 ml con el mismo medio 
− Digestión enzimática durante 50 min a 37ºC, 250 rpm. Disgregación de los 
restos no digeridos mediante pases por pipeta automática de 10 ml 
− Centrifugación a 1000 rpm en centrífuga de radio de 9,8cm, durante 5 min a 
20ºC 
− Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en el medio II (Tabla III-
14). Repartir el contenido entre dos tubos de 15ml agitados previamente 
− Centrifugar a 1100 rpm durante 5min a 20ºC 
− Retirar el sobrenadante, eliminando en primer lugar la espuma formada y 
resuspender las células en medio de cultivo suplementado (Tabla III-15), 
previamente atemperado a 37ºC 
− Preparar una dilución 1/10 de las células en medio de cultivo y diluir 1/2 en azul 
de Tripán al 0,5% (factor de dilución total 20) 
− Contaje de las células en una cámara de Neubauer. Se contaron únicamente las 
células vivas,  que son aquellas capaces de excluir el colorante 
− La densidad celular se obtiene con la ecuación: 
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Nº células/ml= nº células contadas x factor dilución x 104 
 
− Siembra de las células a las siguientes densidades: 
o 1x106 células /pocillo para las placas de 6 pocillos (ARN de 
silenciamiento) 
o 1x106 células /placas de 96 pocillos (determinación AMPc) 
o 1-3x105 células/cubreobjetos de 15mm de diámetro (imagen de 
fluorescencia en célula viva, inmunocitoquímica, microscopía 
electrónica) 
− Cambio del medio a las 24h. Para evitar la proliferación de la glía se añade 
citosina arabinofuranósido a una concentración final de 10µM. 
 
2.1.3. Electroporación y transfección 
 
 Para la realización de los experimentos de imagen con vGlut1-pHluorina, los 
cultivos de células granulares de cerebelo se transfectaron con el plásmido 
correspondiente a 0DIV. Este plásmido contiene una versión modificada de la GFP 
altamente sensible a cambios de pH, y que codifica también para el transportador 
vesicular de glutamato de tipo 1, así como una región de resistencia a la ampicilina 
(Figura III-1). Este  plásmido fue cedido amablemente por el doctor Robert Edwards de 
Universidad de California, San Francisco (Voglmaier et al., 2006).  
 
 
Figura III-1. Esquema del plásmido vGlut1-pHluorina empleado para transfectar a las células granulares de cerebelo 
a 0DIV. El esquema es cortesía del Dr. D. Bartolomé-Martín. 
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Con las células granulares obtenidas en el cultivo se procedió de la siguiente forma: 
− Separar de la suspensión celular 4-5x106 de células en tubos eppendorf de 
1,5ml. Dejar reposar durante 10min 
− Centrifugar durante 2min a 2000 rpm en microfuga con radio de 5,5 cm 
− Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 100µl de Rat Neuron 
Nucleofector Solution. Es importante evitar la formación de burbujas. Añadir 
1µg del plásmido vGlut1-pHluorina y esperar 10 min. 
− Transferir la mezcla a una cubeta de electroporación y electroporar con el 
programa O-003 
− Añadir inmediatamente después 500µl de medio de cultivo atemperado a 37ºC 
y trasladar la mezcla a un eppendorf de 1,5 ml. Dejar reposar 10-15 min en el 
incubador. 
− Sembrar sobre 1 ml de medio de cultivo añadido previamente a la placa 
− Después de dos horas añadir 1,5 ml de medio más en cada pocillo. 
− Cambiar el medio de cultivo a las 24 horas, sin añadir en este caso citosina 
arabinofuranósido 
− A 4DIV reemplazar 2ml de medio/pocillo por medio nuevo 
 La transfección se llevó a cabo tanto en células granulares de rata, como de 
ratón de genotipo salvaje o carente de la proteína RIM1α. En este último caso algunas 
células además fueron transfectadas con el plásmido pCMV-RIM1α con el fin de 
rescatar la función de la proteína. 
 
2.2. Experimentos de imagen 
 
 En los experimentos para estudiar la dinámica del ciclo vesicular de las células 
granulares de cerebelo en cultivo se emplearon dos tipos de técnicas: la sonda FM1-43 
y la transfección con la proteína recombinante vGlut1-pHluorina. 
2.2.1. FM1-43 
 
 Las sondas de tipo FM1 fueron empleadas por primera vez en los años 90, 
revolucionando el estudio fisiológico de los terminales sinápticos, debido a que 
permiten la visualización del ciclo de las vesículas sinápticas en células vivas. 
 La sonda FM1-43 y sus derivados son sondas anfipáticas de tipo estirilo. Poseen 
una cola hidrofóbica y una cabeza hidrofílica que permite su partición en las 
membranas biológicas y en el citosol, respectivamente (Figura III-2A). Su interacción 
con las bicapas lipídicas es reversible y la velocidad de partición está  determinada por 
la longitud de la cadena hidrocarbonada de manera que cuanto mayor es esta menor 
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es la velocidad de partición. Las sondas estirilo prácticamente no presentan 
fluorescencia cuando se encuentran en solución acuosa, en cambio en contacto con 
membranas su fluorescencia aumenta significativamente. Estas dos propiedades son la 
razón por la cual este tipo de sondas ha sido ampliamente usado para monitorizar el 
ciclo de las vesículas sinápticas dependiente de actividad.  
 Para la incorporación de la sonda es necesaria la estimulación previa de las 
neuronas para que tenga lugar la exposición del interior vesicular al medio extracelular 
donde se encuentra la sonda (Figura III-2C). La exocitosis se induce mediante la 
perfusión de medio con alta concentración de potasio. La sonda se incorpora en la 
capa lipídica interna de la vesícula donde queda atrapada tras la endocitosis 
compensatoria que tiene lugar después. Así, la sonda atrapada en las vesículas unida a 
los lípidos de la membrana  vesicular emitirá fluorescencia. La sonda también se une a 
la membrana plasmática de la célula pero este exceso de sonda se elimina mediante 
lavado. De modo que se puede ver un marcaje fluorescente punteado en el cultivo 
celular (Figura III-2D a), que representa la sonda de las vesículas de los botones 
sinápticos. Mediante un segundo estímulo se puede observar la disminución de la 
fluorescencia debida a la exposición del interior vesicular al medio extracelular y a la 
partición de la sonda a dicho medio extracelular. De este modo se puede cuantificar la 
respuesta exocitótica, por la disminución de la fluorescencia. El procesamiento 
informático de las imágenes permite analizar la disminución de la fluorescencia en las 
regiones sinápticas. Así en un campo de células se pueden llegar a estudiar cientos de 
sinapsis de manera individual. Los únicos inconvenientes que presenta esta técnica es 
que requiere la estimulación de las neuronas antes del experimento y que no permite 
observar varios ciclos repetidos de las vesículas sinápticas. 
 En el presente trabajo se utilizó la sonda FM1-43 (Figura III-2B), cuyas 
longitudes de onda de excitación se encuentran entre los 480 y los 490nm, y su 
emisión se encuentra por encima de los 510nm (verde). Se empleó un filtro FITC 
(Fluoresceina IsoTioCianato) que recoge longitudes de onda entre 520 y 540nm. 
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Figura III-2. Estructura y protocolo de uso de las sondas FM. A) Estructura química de las sondas FM. Se pueden ver 
las cabezas hidrofílicas en la parte de la izquierda y colas hidrofóbicas a la derecha. Las sondas FM2-10, FM1-43 y 
FM1-84 emiten fluorescencia verde, mientras que FM5-95 y FM6-64 emiten en el rojo. B) Estructura molecular de 
FM1-43, una de las sondas FM1 más ampliamente usadas. En azul se representan los átomos de nitrógeno C) 
Protocolo experimental usado para la sonda. Primero las células se atemperan en el medio HBM (1). 
Posteriormente se procede a la carga de las mismas con la sonda FM1-43 10 μM durante 1 min y medio (2). El 
proceso de lavado elimina el exceso de sonda unido a la membrana externa (3) y por último se procede a la 
realización del experimento (4), partiendo de una situación de máxima fluorescencia (a) que se apaga tras la 
estimulación de la exocitosis mediante KCl 50 mM (b). D) Imágenes representativas de un campo después de la 
carga y el lavado de la sonda (a), la posterior descarga (b) y de contraste de fases (c). Adaptado de (Iwabuchi et al., 
2014). 
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Protocolo experimental FM1-43 
 
 Los experimentos se realizaron siguiendo el protocolo detallado a continuación: 
− Atemperar las células con HBM de bajo potasio (Tabla III-16) durante 10min a 
37ºC. Dado que las células han sido cultivadas en medio Neurobasal 
suplementado este paso es necesario antes de la estimulación con alto potasio 
− Incubar las células en medio de estimulación (Tabla III-16) con 10µM FM1-43 
durante 1 minuto y medio 
− Lavar el cubreobjetos en HBM de lavado 
− Montar el cubreobjetos en la cámara de perfusión (PH5, Warner Instruments) y 
conectar al sistema de perfusión (37ºC, 1ml/min). Lavar durante 10min para 
quitar el exceso de sonda 
− Empezar la adquisición de imágenes. En este trabajo las condiciones de 
adquisición fueron las siguientes: 
 
Objetivo: 60x 
λ excitación: 479nm 
Ventana: 1004x1002 pixeles 
Tiempo de exposición: 0,067 segundos 
Ganancia electrónica: 50 
Pre-Amplificación de la ganancia: 3,80 
Profundidad en bits: 14 
Tasa de adquisición de imágenes: 1Hz 
 
 Los protocolos empleados fueron diferentes según el experimento 
(Figura III-3). Cada registro consta de una línea base de mínimo 20seg y la 
posterior perfusión de HBM de alto potasio. 
 
 Al finalizar el registro se toma una imagen de contraste de fases para 
localizar los puntos fluorescentes correspondientes a botones sinápticos y 
excluir los de las regiones no sinápticas. 
 
 En el apartado de Resultados se detallan los protocolos específicos 
usados en los diferentes experimentos. 
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Figura III-3. Esquema de los protocolos empleados para los experimentos de FM1-43. Experimentos de uno A)  o de 
dos pulsos B) y C). Las neuronas granulares son atemperadas durante 10min, después de lo cual son sometidas a 
una primera ronda de estimulación en presencia de FM1-43 10μM. Posteriormente se deja un periodo de lavado 
para eliminar el exceso de sonda durante el cual las células fueron tratadas con el agonista cannabinoide HU-210 
(A). Después del lavado del exceso de sonda se procede al registro del experimento y a la segunda ronda de 
estimulación (E) durante 10seg. En los experimentos de doble pulso las estimulaciones con KCl 50mM fueron de 
10seg (E1) y de 2min (E2) dejando un periodo de lavado de 1min entre ambas. En algunos experimentos en el 
periodo de lavado las células fueron tratadas con HU-210 C). 
 
Obtención de los datos y procesamiento informático 
 
 Las regiones sinápticas se determinaron de manera semi-automática siguiendo 
el método de Bergsman con ligeras modificaciones (Bergsman et al., 2006; Bartolome-
Martin et al., 2012; Ramirez-Franco et al., 2013). Este método tiene en cuenta tres 
características para la determinación de las regiones sinápticas: la estabilidad de la 
señal antes del estímulo (tasa de descarga basal), el ruido de la señal (relación 
señal/ruido y el grado de descarga en repuesta a la estimulación.  
 Mediante el programa IgorPro 6.31 y a partir del registro del experimento se 
obtuvo una máscara binaria de las regiones sinápticas (Figura III-4), que se usó para la 
extracción de los valores numéricos de los niveles de fluorescencia. Además el 
programa automáticamente realizó la sustracción del fondo de las imágenes para su 
procesamiento posterior. De este modo se obtuvieron valores de fluorescencia crudos 
o en Unidades Arbitrarias de Fluorescencia (A.U.F). Posteriormente los datos se 
normalizaron al valor de fluorescencia inicial o máximo (Microsoft Excel). 
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 A continuación se detalla el procedimiento en forma de protocolo: 
− Guardar las imágenes obtenidas en el experimento en archivo con formato 
*.tiff. Descomponer en una secuencia de imágenes individuales en una carpeta 
junto con la imagen de contraste fases (renombrada como cel.tif). 
− Determinar a partir del experimento los valores mínimos y máximos de 
fluorescencia, el mínimo y máximo área en píxeles de las regiones de interés, 
del mismo modo que dos regiones estables antes y después de la descarga 
− Ejecutar la macro BatchImageProcess en IgorPro 6.31 y elegir la opción “leave 
folder alone” una vez terminado el procesamiento. Así se guarda una copia del 
experimento con el fondo sustraído mediante una estrategia basada en el 
rolling ball (Sternberg 1983). En este paso es importante eliminar artefactos o 
restos celulares marcados con la sonda que no sean sinapsis. 
− Acceder a Data>Browse waves>Quality segment cover y guardar una copia. El 
archivo que se genera tiene formato *.ibw y contiene la máscara binaria que se 
utiliza para analizar el experimento. 
− Abrir el programa ImageJ e importar las imágenes procesadas File>Import>Raw 
en 16 bits, teniendo en cuenta todas las imágenes en la carpeta. Importar 
también la máscara binaria obtenida en el paso anterior en 8 bit (Figura 11B). 
Sobre la imagen que aparece ejecutar Process>Binary>Make binary. A partir de 
esta imagen se generan las regiones de interés (ROIs, del inglés Regions of 
Interest), a través de Analyze>Analyze particles. Guardar el ROIset.zip que se 
genera. 
− Ejecutar sobre la secuencia de imágenes importadas junto con la máscara de 
los ROIs More>Multimeasure. Se obtiene los valores de fluorescencia en 
unidades arbitrarias de cada una de las regiones de la máscara. Copiar los datos 
en un archivo de Origin 8.0 
− Normalizar los datos obtenidos al valor de fluorescencia inicial (valor máximo) 
en Microsoft Excel y representar en Origin 8.0. Los valores de fluorescencias 
iniciales no fueron normalizados.  
MATERIALES Y MÉTODOS 
84 
 
 
Figura III-4. A) Imagen de un campo de células granulares cargadas con FM1-43 previa a la realización del 
experimento. B) Máscara binaria obtenida con IgorPro 6.31 en el mismo campo. C) Detalle del campo con la 
máscara superpuesta. Se puede ver como las regiones de la máscara delimitan perfectamente los botones 
sinápticos. D) Detalle de la máscara en la zona ampliada en C). 
 A partir de los datos normalizados se determinaron las cinéticas de las 
respuestas, el grado de descarga de FM1-43 y en algunos casos la constante de 
decaimiento (Origin 8.0). Para algunos experimentos también fueron analizadas las 
fluorescencias iniciales de los botones sinápticos. En otros también se determinó la 
densidad de botones sinápticos (número de botones por μm de fibra).Pare ello, sobre 
la imagen de contraste de fases se trazaron todas las fibras del campo con el plug-in 
"Neuron J" del programa ImageJ (Meijering et al., 2004) (Figura III-5B). Posteriormente 
se determinó la longitud total de todas las fibras del campo en μm mediante la misma 
herramienta. Y por último el número total de botones del campo fue dividido entre la 
longitud total de los axones. 
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Figura III-5. A) Imagen de contraste de fases obtenida tras experimento con FM1-43. B) Trazos de las fibras de todo 
el campo dibujadas con el plug-in "Neuron J". 
 
2.2.2. vGlut1-pHluorina 
 
 Otra técnica empleada para la monitorización del ciclo de las vesículas 
sinápticas fue la sonda codificada genéticamente vGlut1-pHluorina. Las pHluorinas son 
versiones de la proteína verde fluorescente (GFP, del inglés Green Fluorescent Protein) 
con una alta sensibilidad al pH que fueron diseñadas por Miesenböck (Miesenbock et 
al., 1998). A continuación esta GFP fue modificada presentando sólo un máximo del 
espectro de emisión de fluorescencia, llamándose pHluorina eclíptica  
(Sankaranarayanan y Ryan 2001). Posteriormente se sustituyó la GFP por la EGFP (del 
inglés Enhanced Green Fluorescent Protein) y esto llevó a la pHluorina supereclíptica 
(Ng et al., 2002). La pHluorina que se ha usado en este trabajo corresponde a una 
pHluorina supereclíptica situada entre los bucles 1 y 2 intraluminales del transportador 
vesicular de glutamato del tipo 1, conocida como vGlut1-pHluorina (Voglmaier et al., 
2006; Balaji y Ryan 2007). Las pHluorinas no emiten fluorescencia a pH acídicos (Figura 
III-6A, B), como los que se alcanzan en el lumen de las vesículas sinápticas ya que se 
encuentran en estado protonado. En cambio, cuando están expuestas a un pH de 7,4, 
durante la exocitosis como consecuencia de la exposición del lumen vesicular al medio 
extracelular, estas proteínas emiten fluorescencia. Después de la endocitosis y la 
posterior re-acidificación de las vesículas la fluorescencia se vuelve a apagar. De este 
modo se puede visualizar el ciclo exo- endocitótico durante repetidas estimulaciones 
como un incremento transitorio de la fluorescencia tras cada estímulo, 
correspondiendo la fase ascendente de la fluorescencia a la exocitosis y la caída de la 
misma a la endocitosis y re-acidificación de las vesículas. Para obtener la señal 
fluorescente de todas las vesículas del terminal sináptico se perfunde NH4Cl 50mM 
(Tabla III-16), provocando así una alcalinización química del interior de las vesículas. El 
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amoniaco se encuentra en equilibrio con los iones amonio en solución difunde a través 
de las membranas atrapando los protones y elevando el pH vesicular (Roos y Boron 
1981). Esta señal máxima sirve para normalizar las respuestas obtenidas tras cada 
estímulo. 
 De este modo en estado basal las células tienen una fluorescencia baja, seguida 
por un aumento de la misma cuando se induce la exocitosis con una alta concentración 
de potasio. Durante la endocitosis que sigue se observa un descenso gradual de la 
fluorescencia debido a la acumulación de protones por la ATPasa vacuolar. Posterior a 
la perfusión de NH4Cl 50mM la fluorescencia aumentará rápidamente para dar lugar a 
la señal máxima observada (Figura III-6C). Esta técnica permite la observación del ciclo 
vesicular sin la estimulación previa de las neuronas a diferencia de lo que ocurre con la 
sonda FM1-43. 
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Figura III-6. Estudio del ciclo vesicular mediante vGlut1-pHluorina. A) La vGlut-pHluorina en el interior de las 
vesículas sinápticas (pH≈5,5) se encuentra apagada, la exocitosis permite el contacto de la pHluorina con el medio 
extracelular (pH≈7,4), lo que provoca la emisión de fluorescencia por parte de la misma. Durante la endocitosis y re-
acidificación de las vesículas la fluorescencia se va apagando gradualmente hasta llegar a la situación de partida. 
Adaptado de (Dittman y Ryan 2009). B) Esquema general de los experimentos de vGlut1-pHluorina ampliado en (D). 
Aspecto de una región de un campo (C) y de un registro (D) durante las diferentes fases del experimento: 1) reposo 
o línea base, 2) exocitosis, 3) endocitosis y 4) alcalinización química. 
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Protocolo experimental vGlut1-pHluorina 
 
− Atemperar las células en HBM de bajo potasio (5mM, Tabla III-16) durante 
10min a 37ºC 
− Montar el cubre con las células en la cámara de perfusión y conectar al sistema 
de perfusión (37ºC, 1ml/min). Montar en la pletina del microscopio. Perfundir 
HBM de bajo potasio 
− Para buscar un campo adecuado se eligieron zonas con alta densidad de fibras 
y se corroboró la presencia de botones sinápticos que expresaban vGlut1-
pHluorina mediante la perfusión durante 5seg con NH4Cl 50mM (Tabla III-16). 
Una vez enfocados los botones se dejó un periodo de lavado de 2min.  
− Empezar la adquisición de imagen. En este caso las condiciones de adquisición 
fueron las siguientes: 
 Objetivo: 60x 
 λ excitación: 475nm 
 Ventana: 1004x1002 pixeles 
 Tiempo de exposición: 0,250 segundos 
 Ganancia electrónica: 100 
 Pre-Amplificación de la ganancia: 3,80 
 Profundidad en bits: 14 
 Tasa de adquisición de imágenes: 4Hz (las 4 imágenes se promediaron para 
 mejorar la relación señal ruido) dando lugar a una tasa real de 
aproximadamente 1Hz. 
 
 Los protocolos empleados fueron diferentes según el experimento (Figura III-7). 
Cada registro consta de una línea base de al menos 20seg y la posterior perfusión de 
HBM de alto potasio (50mM, Tabla III-16) durante 10seg. Normalmente el tiempo de 
recuperación después de la estimulación fue de un minuto. Posteriormente se 
perfundió el NH4Cl 50mM durante 30seg para obtener la señal máxima. 
 Al finalizar el registro se toma una imagen de contraste de fases para verificar la 
correspondencia entre la señal fluorescente y la presencia de botones sinápticos, así 
como la exclusión de regiones no sinápticas. 
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Figura III-7. Protocolos gráficos empleados para las células transfectadas con vGlut1-pHluorina. Experimentos de 
uno (A) y de dos pulsos (B). A) En primer lugar las células se dejan atemperar en HBM de lavado y en su caso se les 
aplica el tratamiento farmacológico. Posteriormente se procede a registrar el experimento que consta de línea base 
(20''), una estimulación de 10'', un periodo de reposo de 1 min seguido por último de la aplicación de NH4Cl 50mM. 
B) Cada uno de los pulsos tiene los mismos pasos que (A), entre ambos pulsos hay un periodo de lavado durante el 
cual también pueden ser aplicados diferentes fármacos y durante el cual no se registra el experimento. 
 
Obtención de datos y procesamiento informático 
 
 En este caso la selección de regiones sinápticas se hizo de manera manual con 
el programa ImageJ, teniendo en cuenta las regiones fluorescentes después de la 
perfusión del NH4Cl. De ese modo se creó una máscara binaria para la extracción de los 
valores crudos de fluorescencia. 
 El procedimiento se detalla a continuación: 
− Abrir el experimento con el programa ImageJ y seleccionar manualmente las 
regiones de interés, que son las que se iluminan después de la perfusión de 
NH4Cl. Restaurar la selección en un documento en blanco de las mismas 
dimensiones (Edit>Selection>Restore selection; Edit>Draw; Edit>Fill) y generar 
una máscara binaria (Process>Binary>Make binary) y el ROIset correspondiente 
(Analyze>Analyze particles).  
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− Siguiendo el mismo procedimiento generar una máscara del fondo, eligiendo 3 
regiones del campo del experimento libres de células  
− Sacar los valores crudos de fluorescencia (More>Multimeasure) en UAF tanto 
de las regiones de interés, como del fondo. 
 Para representar los valores se les sustrajo el fondo (Origin 8.0) y además a 
cada botón sináptico se le restó su propia línea base para así conferir a la misma el 
valor 0 (Microsoft Excel). Por último los valores de cada botón fueron normalizados a 
su máximo valor de fluorescencia (NH4Cl).Así se podía medir la fracción de vesículas 
puesta en marcha tras un estímulo determinado. 
 En los experimentos en los que se estudiaba el porcentaje de botones silentes 
fue elegido un umbral del 4% de respuesta respecto al NH4Cl, que corresponde a los 
niveles de ruido en nuestro sistema.  
 
2.3. Silenciamiento del gen de Epac2 con siARN 
 
 Con el fin de determinar el papel del factor de intercambio de nucleótidos de 
guanina activado por AMPc (Epac2) en el silenciamiento presináptico inducido por los 
cannabinoides se realizaron experimentos con siARN para interferir con la expresión 
del gen de Epac2. Se utilizó el siARN Acell Rat Rapgef4 con la siguiente secuencia como 
diana del ARNm del gen: CCCUUGCUUAUUAAAGAUA. Como control negativo se usó un 
siARN de secuencia aleatoria (en inglés non-targeting siRNA) con la siguiente secuencia 
diana: UGGUUUACAUGUCGACUAA. En experimentos preliminares se utilizó también 
siARN contra Epac1 (Acell Rat Rapgef3), con la secuencia: CCAUCAUCCUUCGAGAAAA. 
2.3.1. Tratamiento  
 
 El siARN se añadió al cultivo a 4DIV y se mantuvo durante 72h, dado que los 
experimentos de imagen y la extracción del ARN se realizaban a 7DIV. Se utilizó un 
medio comercial que facilita la entrada del tratamiento en las neuronas (Acell Delivery 
Media) con varios suplementos (Tabla III-17). La concentración final del siARN fue de 
1μM tanto en el caso de Epac1 como en el de Epac2. En los pocillos no tratados el 
medio Neurobasal también fue sustituido por el medio comercial suplementado. 
2.3.2. Extracción del ARN 
 
 Para realizar la extracción del ARN se utilizó un kit comercial de Quiagen 
(RNeasy Plus Mini Kit) cuyo fundamento radica en la capacidad de unión del ARN a una 
membrana de sílice en presencia de una concentración elevada de sales. De este modo 
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los ARN de más de 200 nucleótidos se unen a la columna quedando excluidos los 
ARN5, 8S y 5S. Con ese fin se siguió el siguiente protocolo: 
− Realizar dos lavados con PBS 1x atemperado a 37ºC para eliminar restos 
celulares 
− Levantar las células con 500µl con tampón desnaturalizante con guanidina 
isotiocianato para inactivar las ARNasas y β-mercaptoetanol (10µl/ml), y 
pasarlas  a un eppendorf estéril. Para homogeneizar las células se realizan 
varios pases por una jeringa de 1 ml con aguja de 20-G (0,9mm de diámetro) 
− Pasar el contenido homogeneizado a una columna que elimina el DNA 
genómico y centrifugar 30seg a 10.000 rpm con microfuga con radio de 5,5cm. 
Descartar la columna 
− Añadir al sobrenadante 1 volumen de etanol al 70% (500µl) para conseguir las 
condiciones apropiadas para la unión del ARN. Realizar varios pases con la 
pipeta para mezclar bien  
− Transferir el contenido a la columna de unión del ARN y centrifugar 15sega 
10.000 rpm con microfuga con radio de 5,5cm. Descartar el sobrenadante 
− Añadir 500µl de buffer de lavado, centrifugar durante 15seg a 10.000rpm con 
microfuga de radio de 5,5cm, descartar el sobrenadante y volver a centrifugar 
la columna en las mismas condiciones para asegurarse de eliminar todo el 
etanol 
− Eluir el ARN añadiendo 30µl de agua libre de ARNasas a la columna y 
centrifugando durante 1min a 10.000 rpm con microfuga con radio de 5,5cm. 
Repetir el proceso con el eluido para aumentar el rendimiento. 
2.3.3. Retro transcripción y reacción en cadena de la polimerasa 
 
 Dada la inestabilidad del ARN monocaternario, una vez terminada su extracción 
se procedió inmediatamente a la obtención del ADN complementario mediante 
transcripción inversa o retrotranscripción. De nuevo se hizo uso de un kit comercial 
(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems) que utiliza una 
mezcla de cebadores de ocho nucleótidos con secuencias generadas al azar para iniciar 
la síntesis de la hebra de ADN complementario. Para la transcripción inversa se usaron 
10µl del ARN obtenido en la extracción en un volumen total de 50µl (Tabla III-18).  
 Las condiciones usadas para la reacción se resumen en la siguiente tabla:  
 1er ciclo 2º ciclo 3er ciclo 4º ciclo 
Temperatura 25ºC 37ºC 85ºC 4ºC 
Duración 10 min 120 min 5 ∞ 
Tabla III-25. Condiciones retrotranscripción 
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 Durante la realización del presente trabajo los anticuerpos para marcaje de las 
proteínas Epac1 (Ref. sc-28366, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.) y Epac2 (Ref.sc-
28326, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.) no dieron un resultado satisfactorio. Por esa 
razón la cuantificación de la expresión de ambas en condiciones control y después de 
un tratamiento de silenciamiento se llevó a cabo midiendo los niveles de ARN 
mensajero. Se utilizó la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) que 
permite detectar la aparición de un producto mientras la reacción en cadena de la 
polimerasa se está desarrollando. De este modo, se mide la cantidad de amplicón 
producido en cada ciclo de PCR.  
 En el presente estudio se utilizaron las sondas Taqman MGB que consisten en 
oligonucleótidos de 18-22 pares de bases que en el extremo 5' llevan acoplado un 
fluoróforo y en el 3' un sistema para el apagado de la fluorescencia (en inglés 
quencher). Esta técnica usa la propiedad exonucleasa de la Taq Polimerasa, que 
permite la hidrólisis del fluoróforo separándolo del sistema de apagado de la 
fluorescencia, y produciendo un aumento de la misma. Durante la PCR la sonda se une 
específicamente a la región complementaria y la polimerasa replica a partir del lugar 
donde la sonda se ha unido. La actividad exonucleasa 5' degrada la sonda liberando el 
fluoróforo de la proximidad del quencher, aumentando de este modo la fluorescencia. 
Este proceso se repite durante los ciclos de la PCR (Figura III-8). 
 
Figura III-8. Esquema del método de extensión catalizado por la Taq polimerasa. Se puede observar el extremo 5' de 
la sonda marcado con el fluoróforo y el 3' con el quencher. A medida que la polimerasa va degradando la sonda el 
quencher es separado del fluoróforo de modo que este último empieza a emitir fluorescencia. Redibujado de Yuan 
et al., 2000. 
 De este modo los sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de 
fluorescencia producida en cada ciclo de PCR y los softwares de análisis representan 
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dicha fluorescencia respecto al número de ciclos (Figura III-9). La cantidad de amplicón 
producido es proporcional al número de moléculas de ARN iniciales y debe alcanzar 
una determinada concentración umbral, para que la fluorescencia detectada sea 
significativamente diferente a la basal. Esta concentración se alcanza al empezar la 
fase exponencial de la reacción, dónde la eficiencia de la PCR es máxima. Así se 
determina el valor umbral o "threshold" que permite calcular el ciclo umbral (CT) de 
cada uno de los amplicones para la cuantificación posterior del ARN mensajero. De 
este modo en aquellas muestras con mayor expresión del gen el amplicón fluorescente 
aparecerá en ciclos anteriores, dando lugar a un valor de CT inferior. 
 La medida de la expresión génica por medio de RT-PCR es una cuantificación 
relativa, en la que se compara entre las diferentes muestras la expresión del gen 
objeto de estudio respecto a la expresión de un gen constitutivo o control endógeno, 
cuya expresión no varía en las condiciones del experimento. En este caso el gen de 
referencia elegido fue el de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de 
rata. Los fluoróforos usados fueron VIC (4,7,2′-tricloro-7′-fenil-6-carboxifluoresceína) 
para la GAPDH (Ref. 4352338E) y FAM (6-carboxifluoresceína) para Epac2 unidos a los 
cebadores de los respectivos genes. 
 
 
Figura III-9. Ejemplo teórico de curvas de amplificación tras una RT-PCR. Se pueden ver los valores de CTde dos 
muestras. La diferencia entre ambas (ΔCT) refleja la diferencia en el número relativo de copias de ARNm en cada 
una. 
 Las reacciones de la RT-PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20µl por 
pocillo (Tabla III-19). Las placas se llevaron al Centro de Apoyo a la Investigación en la 
Unidad de Genómica de la UCM, donde se realizaron las medidas de la RT-PCR.  
 
2.4. Inmunocitoquímica post-hoc 
 
 Esta técnica permite relacionar la funcionalidad de los botones sinápticos con el 
nivel de expresión de determinadas proteínas. Para ello, se realiza primero el 
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experimento funcional con FM1-43 y posteriormente se procede a realizar un 
experimento de inmunocitoquímica convencional (Ramirez-Franco et al., 2013). La 
identificación y superposición de la imagen funcional y de inmunocitoquímica permite 
relacionar la función presináptica con el contenido proteico. 
2.4.1. Procedimiento  
 
− Realizar el experimento de imagen con FM1-43 siguiendo el protocolo que se 
detalla en el apartado 2.2.1.1. 
− Después de tomar la imagen en contraste de fases a 60x, se realizan varias 
imágenes más a menores aumentos (40x y 20x), siempre intentado identificar 
el campo donde se realizó el experimento. Las imágenes tomadas a un 
aumento bajo permiten la reconstrucción del máximo área posible del 
cubreobjetos. Las marcas que se forman en ocasiones en el cubreobjetos 
pueden ser de gran utilidad a la hora de localizar los campos estudiados. 
− Limpiar con etanol los restos de aceite del cubreobjetos en la parte inferior de 
la cámara de perfusión. Desmontar cuidadosamente la cámara y recuperar el 
cubreobjetos con las células 
− Realizar un lavado rápido en PBS (Tabla III-20) atemperado a 37ºC durante 
5min para eliminar restos celulares 
− Fijar las células con paraformaldehído al 4% en PBS  (p/v) durante 15min a 4ºC 
− Lavar con PBS frío (dos veces) 
− Permeabilizar con PBS-TritonX100 al 0,2% (v/v) durante 6min a temperatura 
ambiente. Este paso permite que los anticuerpos puedan acceder al interior 
celular 
− Lavar con PBS 
− Bloquear con una solución de PBS-TritonX100 al 0,05% (v/v) 10% de suero de 
cabra y burro, en función del animal en el cual esté generado el anticuerpo 
primario, durante 1h a 37ºC. De este modo disminuyen las uniones 
inespecíficas 
− Incubar con los anticuerpos primarios durante la noche a 4ºC. Los anticuerpos 
se incuban en una solución de PBS-TritonX100 al 0,05% (v/v), 5% suero de 
cabra y de burro 
− Lavar con PBS-TritonX100 al 0,1% (v/v) (tres veces) 
− Incubar con los anticuerpos secundarios durante 1h a 37ºC. Todos los 
anticuerpos secundarios empleados en este estudio estaban conjugados con 
fluoróforos Alexa y se usaron a una dilución de 1:200 
− Lavar con PBS (tres veces) y enjuagar con agua ultrapura para eliminar el 
exceso de sales 
− Montar sobre un portaobjetos con medio de montaje ProLong con DAPI, 
asegurándose de no formar burbujas durante el proceso 
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− Con la ayuda de la reconstrucción de las imágenes de menor aumento 
encontrar el campo del experimento en 20x.  
− Una vez encontrado el campo pasar al 60x e intentar alinear lo mejor posible el 
cubreobjetos a su posición durante el experimento funcional. Posteriormente 
tomar las imágenes de fluorescencia contra las proteínas de interés. 
 
Figura III-10. Inmunocitoquímica post hoc. A) Imagen en contraste de fases a diferentes aumentos después de un 
experimento de FM1-43. Se puede ver el campo del experimento marcado en blanco. C) Imagen del campo 
encontrado en 20x después de la inmunocitoquímica. Con letras griegas α, β, γ y δ están marcadas células de 
referencia encontradas en las diferentes imágenes. 
 
2.4.2. Obtención de datos y procesamiento informático 
 
 El procesamiento del experimento de FM1-43 se hizo según se explica en la 
sección 2.2.1.2. Posteriormente se sustrajo el fondo de las imágenes de 
inmunocitoquímica (herramienta Rolling Ball del programa ImageJ) y se alinearon con 
la primera imagen del experimento de FM1-43 mediante el plug-in "Align RGB planes" 
del programa ImageJ. Una vez alineados ya se puede usar la máscara del experimento 
de FM1-43 para extraer los valores de inmunorreactividad. Estos valores fueron 
normalizados a la media de inmunorreactividad de todos los botones del mismo 
cubreobjetos. De forma arbitraria se segregaron tres grupos: botones cuyo valor de 
inmunorreactividad era inferior a 0,5, siendo 1 el valor medio; botones cuyo valor de 
inmunorreactividad era superior a dos veces la media; y por otro lado la población 
total. Los botones pertenecientes a cada grupo se seleccionaron sin tener en cuenta 
sus cinéticas individuales y se representó la respuesta promedio de cada uno de estos 
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grupos. Así los botones fueron clasificados a ciegas según su contenido en la proteína 
de interés y posteriormente relacionados con su nivel de descarga.  
2.5. Genotipado de los ratones carentes de la proteína RIM1α 
 
 El genotipado de los ratones carentes de RIM1α se hizo a partir de trozos de 
cola de aproximadamente 0,5-1,2cm de las crías de 2-3 días de edad. En el caso de los 
ratones adultos la extracción de material genético se hizo a partir de trozos de oreja. 
 Para el aislamiento del ADN se hizo uso de un kit comercial (Wizard SV Genomic 
DNA Purification System, Promega), con el siguiente protocolo: 
− Digerir las muestras en tubos Eppendorf con mezcla de digestión (Tabla III-21) 
toda la noche a 55ºC, 300rpm 
− Centrifugar los tubos durante 5min a 8000 rpm a temperatura ambiente 
− Transferir el sobrenadante a tubos nuevos, añadir 250μl de tampón de lisis y 
mezclar con vórtex 
− Pasar la mezcla a las columnas del kit y centrifugar durante 5min a 13.000rpm 
con microfuga de radio de 5,5cm para conseguir la unión del ADN genómico al 
filtro de la columna 
− Descartar el sobrenadante y añadir 650μl de la solución de lavado de etanol al 
60% y centrifugar 1 min a 13.000rpm (cuatro veces). Centrifugar una vez más a 
la misma velocidad durante 3 min para eliminar cualquier traza de etanol 
− Transferir las columnas a nuevos Eppendorf y eluir el ADN con 250μl agua libre 
de nucleasas previamente calentada a 65ºC. Esperar 2min y centrifugar durante 
1min a 13 000rpm. Para aumentar el rendimiento transferir el eluido de nuevo 
a la columna y repetir el proceso 
 
El ADN aislado se amplificó mediante PCR, usando los siguientes cebadores: 
 Cebador Secuencia (5'-3') 
Tamaño 
(Jorquera et 
al., ) 
Banda WT 
1774 GGGAGGCAGAGCATCATGAGAGACTG 
0,7 
1773 GCTTCACTTGGCGCTGCATATCTCAC 
Banda KO 
1808 CAACTGTGGCTGTGCACACTTGCCG 
0,3 
676 GAGCGCGCGCGGCGGAGTTGTTGAC 
Tabla III-26. Características cebadores KO RIM1α 
 Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 20μl tal 
(Tabla III-22). 
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 Las condiciones para la amplificación en el termociclador fueron las que se 
indican a continuación: 
 1er ciclo 2º ciclo 3er ciclo 4º ciclo 5º ciclo 6º ciclo 
Temperatura 95ºC 94ºC 62ºC 72ºC 72ºC 4ºC 
Duración 5 min 1 min 1 min 1 min 7 min ∞ 
  30 ciclos   
Tabla III-27. Condiciones de la PCR 
 Para resolver las bandas amplificadas en la PCR se llevó a cabo una 
electroforesis en gel de agarosa al 2% en TAE 1X (Tabla III-23) a un voltaje constante de 
90V. El producto amplificado se tiñó con SYBR Safe y visualizó posteriormente con el 
analizador de imágenes FluorS de Bio-Rad. 
 
Figura III-11. Gel de agarosa resultado del genotipado de ratones. Se pueden ver dos bandas de distinto tamaño. La 
superior de 700 pb corresponde al alelo salvaje (Newton et al., ) y la inferior de 300 pb del alelo mutante (KO). Con 
HT están indicados los animales que tenían un alelo de cada o heterocigotos  
 
2.6. Acumulación de AMPc 
 
 El ensayo de AMPc se realizó con el kit comercial cAMP dynamic 2 HTRF (del 
inglés Homogeneous Time-Resolved Fluorescence, fluorescencia de alta resolución 
temporal), basado en la tecnología FRET (transferencia de energía de resonancia). Este 
método se basa en la transferencia de energía entre un cromóforo donador, un 
anticuerpo anti-AMPc conjugado con el fluoróforo criptato de europio, y un cromóforo 
aceptor, un análogo de AMPc conjugado con el fluoróforo d2. Es un ensayo 
competitivo entre el AMPc producido por las células y el análogo de AMPc marcado 
con la sonda aceptora d2. La unión del análogo de AMPc al anticuerpo anti-AMPc 
marcado con criptato emite energía que excita a la sonda d2 y se transfiere energía en 
la franja de los 665nm de longitud de onda. El AMPc endógeno producido por la célula 
competirá con el análogo de AMPc unido a la sonda d2 en su unión al anticuerpo y 
esto reducirá la señal de transferencia. De este modo la señal observada es 
inversamente proporcional a la concentración de AMPc de la muestra (Figura III-12A). 
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Figura III-12. A) Fundamento de la técnica del kit comercial usada para medir los niveles de AMPc. B) Resumen del 
protocolo empleado: las células son tratadas durante 30min; a continuación se añaden los componentes del kit y se 
procede a la lisis de las mismas; por último se realiza la lectura a 620 y 665nm tras 1h de incubación. 
 Se utilizaron células granulares de 9DIV en placas de 96 pocillos. El protocolo 
utilizado fue el siguiente: 
− Lavar las células con HBM de lavado (ver Tabla III-16) 
− Incubar durante 30min con los fármacos disueltos en HBM de lavado con el 
inhibidor de fosfodiesterasas IBMX (1mM). Las concentraciones de los fármacos 
usados y los tiempos de tratamiento usados en cada caso se especifican en el 
apartado de Resultados. 
− Añadir los compuestos indicados en cada pocillo tal y como se indica en el kit. 
En algunos de los pocillos se añaden cantidades conocidas de AMPc para 
obtener una recta patrón. En dos de los pocillos se añade únicamente tampón 
de estimulación, uno para determinar el fondo (blanco) y otro para determinar 
la señal de FRET máxima. Posteriormente se añade el tampón de lisis con el 
anticuerpo contra AMPc marcado con criptato en todos los pocillos, excepto el 
A 
B 
MATERIALES Y MÉTODOS 
99 
 
destinado a blanco que sólo lleva tampón de lisis. En todos los pocillos además 
se añade el análogo de AMPc con el aceptor de FRET, d2. 
− Incubar durante 1h a temperatura ambiente. 
− Realizar las medidas de fluorescencia de las muestras a 620 (donador) y 665 
(aceptor) tras la excitación a 337nm (50µs intervalo) con un lector de placas 
FluoStar Omega) 
− Calcular la medida ratiométrica de valor de FRET y el incremento específico (ΔF), 
teniendo en cuenta el valor obtenido del blanco mediante las ecuaciones: 
 
𝐹𝑅𝐸𝑇 = 𝐹665𝑛𝑚(𝑎𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟)
𝐹620𝑛𝑚(𝑑𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜𝑟) . 10 000 
 
∆𝐹(𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) = 𝐹𝑅𝐸𝑇(𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) − 𝐹𝑅𝐸𝑇 (𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)
𝐹𝑅𝐸𝑇(𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜) . 100 
  
− Ajustar los valores matemáticamente a una relación lineal entre ΔF y la 
concentración de AMPc y calcular los valores de concentración de AMPc (en 
pmoles/mg) de las muestras a partir de la recta patrón de las concentraciones 
conocidas: log ∆𝐹(𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎)
∆𝐹(𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜) − ∆𝐹(𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) = 𝑝𝑡𝑒. 𝑙𝑜𝑔[𝐴𝑀𝑃𝑐] + 𝑜. 𝑜. 
 
2.7. Microscopía electrónica 
2.7.1. Procedimiento 
 
Para los experimentos de microscopía electrónica se usó el siguiente protocolo: 
− Realizar los tratamientos necesarios (en placa). En caso se realizaron 3 tipos 
diferentes de tratamientos: 
 Control: 30min en HBM de lavado (Tabla III-16). 
 HU210: 20min en HBM de lavado y a continuación 10min en HU210 (5μM). 
HU210+8pCpt: 5min en HBM, posteriormente 15min en 8pCpt (50μM) y luego 
en 10min 8pCpt (50μM)+HU210 (5μM). 
− Fijar en tampón de fijación I (Tabla III-24), 2 horas a 4ºC (en placa). 
− Lavar en tampón Millonig a 4ºC (2 veces; en placa). Dejar lavando durante la 
noche en Millonig a 4ºC. 
− Postfijación y osmicación: Añadir sobre el pocillo de la placa de cultivo Tampón 
de fijación II y mantener 1h a 4ºC (en placa). 
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− Retirar el tampón de fijación II e inactivar los residuos con leche en polvo, para 
disminuir su toxicidad y lavar con agua ultrapura (3 veces en placa) 
− Deshidrataciones en concentraciones crecientes de etanol en placa: 
 Etanol 30%; 5min 
 Etanol 50%; 5min 
 Etanol 70%; 5min 
 Etanol 80%; 5min 
 Etanol 90%; 5min 
 Etanol 95%; 5min 
 Etanol 100%; 5min (2 veces) 
− Inclusión en concentraciones crecientes de resina SPURR en tapones de tubos 
Falcon de 15 ml 
 Resina / etanol 1/3; 1h 
 Resina / etanol 1:1; 1h 
 Resina / etanol 3/1; 2h 
 Resina pura; o/n 
− Cambiar la resina pura del último paso por resina pura fresca. Mantener 48h 
a70ºC, para acelerar la polimerización de la resina. Las muestras fueron 
cortadas en el Centro Nacional de Microscopía Electrónica (C.N.M.E.). 
 
2.7.2. Obtención de datos 
 
Las medidas de distancia se realizaron con el programa ImageJ sobre las 
imágenes obtenidas a 80.000x en el C.N.M.E. La distancia de las vesículas sinápticas a 
la zona activa se determinaron midiendo la distancia entre la membrana externa de la 
vesícula y la membrana interna de la zona activa. Se multiplicó por 0,71, para 
transformar el número de píxeles en nanómetros. Los datos se representaron en Origin 
8.0. 
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3. Estadística y ajustes 
 
 La determinaciones estadísticas (t de Student, Análisis de la Varianza o ANOVA, 
test de Kolmogorov-Smirnov, etc) del presente trabajo se realizó con el programa 
Origin 8.0. En los casos de probabilidad acumulada se utilizó el programa Sigma Plot 
11.0. 
 Las ilustraciones se realizaron con el programa Adobe Ilustrator CS6. 
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IV RESULTADOS 
 
 Estudios previos de este laboratorio han demostrado que la activación 
prolongada del receptor CB1 lleva al silenciamiento de una subpoblación de terminales 
sinápticos como una manifestación extrema del fenómeno de inhibición presináptica 
puesto en marcha por estos receptores. El silenciamiento presináptico se caracteriza 
por la incapacidad para liberar neurotransmisor tras la llegada de un potencial de 
acción a pesar de una entrada de calcio normal y de una dotación aparentemente  
normal de proteínas de la maquinaria exocitótica (Cousin y Evans 2011; Crawford y 
Mennerick 2012), además de no tener alterada la funcionalidad de los receptores 
postsinápticos (Moulder et al., 2004; Moulder et al., 2006). Es importante señalar que 
una sinapsis silente no debe ser confundida con una sinapsis con una baja probabilidad 
de liberación, cosa que puede ocurrir si el estímulo aplicado es demasiado débil 
(Cousin y Evans 2011).  
 Estos experimentos se realizaron en cultivos primarios de células granulares de 
cerebelo cargadas con la sonda anfipática FM1-43 a 7DIV. La sonda FM1 no tiene 
fluorescencia en disolución acuosa, pero sí en un entorno hidrofóbico como ocurre 
cuando está unida a membranas, por lo que es buen trazador de la dinámica de las 
membranas biológicas (Cousin 2008). La despolarización de las células (50mM KCl) 
permite la entrada de la sonda en las vesículas sinápticas que se tornan fluorescentes, 
mientras que una segunda despolarización provoca la fusión de las vesículas que han 
incorporado la sonda observándose la salida de la misma y una disminución de la 
fluorescencia. El grado de descarga representa, por tanto, la exocitosis de aquellas 
vesículas sinápticas que cargaron la sonda en el primer estímulo y que completaron el 
ciclo vesicular. Esta sonda fluorescente también ha sido utilizada para el estudio de 
botones presinápticos silentes (Ryan et al., 1993; Cousin y Evans 2011). 
  En ensayos previos de nuestro laboratorio se observó que la activación del 
receptor CB1 mediante el agonista HU210 tras la fase de carga de la sonda llevaba a 
una inhibición de la descarga que iba más allá de una mera inhibición de la liberación 
por el receptor ya que no era contrarrestada por la aplicación de estímulos más fuertes 
(2min de estimulación con 50mM KCl) una estrategia que por sí misma debe anular los 
efectos inhibitorios de los receptores CB1 sobre la actividad de los canales de Ca2+ 
(Ramirez-Franco et al., 2014). La reducción de la descarga sólo se revirtió cuando junto 
con al agonista HU210 se aplicaba el antagonista del receptor CB1, SR141716 (Ramírez-
Franco 2014), indicando la implicación de este receptor en el proceso. 
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 En el presente trabajo hemos continuado la caracterización del fenómeno de 
silenciamiento presináptico inducido por los receptores de cannabinoides con especial 
énfasis en el mecanismo de señalización molecular puesto en marcha por dichos 
receptores para alterar la maquinaria exocitótica y la capacidad de liberación de 
neurotransmisor. 
 
1. El silenciamiento no se revierte por un incremento en la concentración 
de calcio extracelular [Ca2+]e 
 
 La acción de los cannabinoides sobre la transmisión sináptica es debida a una 
disminución de la entrada de calcio por inhibición de los canales de calcio 
dependientes de voltaje y a la reducción de los niveles de AMPc por la inhibición de la 
adenilato ciclasa (Kreitzer y Regehr 2001; Brown et al., 2004; Godino et al., 2005; 
Chevaleyre et al., 2007). En esta serie de experimentos estudiamos si altas 
concentraciones de calcio podían revertir el silenciamiento presináptico inducido por 
la activación del receptor CB1. Para ello realizamos experimentos con la sonda 
anfipática FM1-43. Se realizó una primera estimulación con KCl que permite la carga de 
la sonda en los botones funcionales de la preparación celular. A continuación las 
células se incubaron con el agonista cannabinoide HU210 durante 10min (Figura IV-1A) 
y seguidamente se realizó la fase de descarga con una estimulación corta (E1: 10seg) 
seguida de un intervalo de reposo de un minuto y una estimulación larga (E2: 2min). La 
idea es que una estimulación de baja magnitud debería favorecer la detección de 
acciones inhibitorias de los cannabinoides debidas a la reducción de la entrada de 
calcio, mientras que la estimulación prolongada debe poner de manifiesto cambios 
debidos exclusivamente a modificaciones de la maquinaria de liberación, dado que el 
control inhibitorio sobre los nanodominios de calcio estaría compensado en estas 
condiciones de estimulación. Además, el aumento de la concentración extracelular en 
las condiciones de estimulación fuertes, debería contrarrestar el efecto de la inhibición 
de la entrada de calcio causado por la acción del cannabinoide. Por tanto, cualquier 
reducción de la descarga de la sonda inducida por los cannabinoides en estas 
condiciones podría sugerir la existencia de silenciamiento presináptico. Así, en esta 
serie de experimentos se definieron como botones silentes aquellos que habiendo 
cargado sonda FM1-43 y a pesar de sufrir un apagamiento paulatino de la 
fluorescencia no respondían a ninguno de los dos estímulos (Ramírez-Franco 2014). 
Observamos que el tratamiento con HU210 (5μM) durante 10min indujo la misma 
reducción significativa en el grado de descarga a la concentración de Ca2+ elevada 
(5mM) que a concentraciones de calcio fisiológicas (1,33mM) según se observó 
previamente (reducción de la descarga del 25% y del 8% en el primer y segundo pulso, 
respectivamente, (Ramírez-Franco 2014). Esta reducción en el grado de descarga, que 
persiste a 5mM de Ca2+ extracelular, está relacionada con un aumento significativo en 
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el porcentaje de botones silentes (9,3±2,2%, p<0,05) en comparación con el control 
(1,1±0,3%) (Figura IV-1D). Así, en nuestro modelo de estudio existe un efecto causado 
por la activación del receptor CB1 que parece diferente a la inhibición clásica y que no 
puede ser contrarrestado mediante estimulaciones largas ni mediante el aumento de 
la concentración de calcio extracelular.  
 
 
Figura IV-1. El tratamiento con cannabinoides induce un déficit de descarga de FM-1-43 que persiste a 5 mM de 
Ca2+ extracelular. A) Protocolo de doble pulso usado en el experimento. B) Medias cinéticas obtenidas en 
condiciones control y tras el tratamiento con HU210 (5μM) durante 10 min. N= nº de campos analizados, n= nº de 
botones sinápticos (Control: N=3, n=1948; HU210: N=4, n=3395). C) Distribución de la probabilidad acumulada de 
las respuestas en el primer (R1) y segundo pulso (R2) en ambas condiciones. D) Comparación de los porcentajes de 
botones silentes en condiciones control y tras el tratamiento con HU210. (Control: 1,1±0,3%; HU210: 9,3±2,2%) E) 
Cuantificación del porcentaje de descarga en ambos pulsos en condiciones control y tras el tratamiento con HU210 
(R1 Control: 0,4±0,0%; HU210: 0,4±0,0%; R2 Control: 0,6± 0,0%; HU210: 0,6±0,0%). t-Student, * p<0,05, ***p 
<0,001. 
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2. El silenciamiento requiere una activación prolongada del receptor CB1 
 
 Los datos obtenidos muestran que 10 minutos de tratamiento con el agonista 
cannabinoide llevan a una disminución de la descarga de la sonda FM-43 atribuible al 
silenciamiento de los botones sinápticos. Nos planteamos también si una activación 
más corta del receptor podía inducir el silenciamiento presináptico. Con ese objetivo 
diseñamos experimentos en los que las células se trataron con HU210 (5μM) durante 
40seg, 30 en la línea base y 10 durante la estimulación con 50mM de KCl (Figura IV-
2A). Además los experimentos se llevaron a cabo a diferentes concentraciones de 
calcio, 0,25, 1,33 y 5mM para corroborar que el posible silenciamiento persiste a altas 
concentraciones de calcio extracelular, [Ca2+]e. En los experimentos realizados a 
concentraciones fisiológicas de [Ca2+]e 1,33mM, el tratamiento con los cannabinoides 
(40seg) no indujo ninguna diferencia significativa en el grado de descarga de la sonda 
FM1-43, ni en el número de botones sinápticos silentes (Figura IV-2B, C, 1,33mM 
CaCl2). Además, se observó, que si bien los cannabinoides, a estos tiempos de 
tratamientos cortos (40seg), no afectaban al grado de descarga ni inducían 
silenciamiento alguno a cualquiera de las concentraciones de [Ca2+]e estudiadas, el 
número de botones silentes de la preparación era inversamente proporcional a la 
concentración de [Ca2+]e (Figura IV-2C). De esta manera a [Ca2+]e de 0,25mM se 
observa un incremento significativo de los botones silentes en condiciones basales en 
la preparación de células granulares del cerebelo. Estos datos ponen de manifiesto que 
una débil entrada de Ca2+ puede hacer que botones activos se manifiesten como 
botones silentes, de ahí la necesidad de un estímulo que lleve a una fuerte entrada de 
Ca2+ para distinguir los botones sinápticos que son auténticos botones silentes. 
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Figura IV-2. El silenciamiento requiere un tratamiento prolongado con HU210 y es independiente de la 
concentración de calcio extracelular. A) Protocolos usados en los experimentos en condiciones control o con 40seg 
de incubación con HU210 con diferentes concentraciones de calcio en la descarga. B) Medias cinéticas de la 
población total de botones. N=nº de campos analizados, n=nº de botones sinápticos. (0,25mM CaCl2: Control: N=2, 
n=867; HU210: N=2, n=694; 1,33 mM CaCl2: Control: N=4, n=3041; HU210: N=5, n=2648; 5 mM CaCl2: Control: N=5, 
4074 botones; HU210: N=6, n=4599). C) Comparación de los porcentajes de botones silentes entre los diferentes 
tratamientos (0,25mM CaCl2: Control: 7,8±1,4%; HU210: 5,4±0,1%; 1,33mM CaCl2: Control: 1,1±0,3%; HU210: 
1,8±0,2%; 5mM CaCl2: Control: 0,2±0,1%; HU210: 0,3±0,8%). t-Student, 
n.s.p>0,05. 
 
3. Posibles proteínas de la maquinaria exocitótica implicadas en el 
silenciamiento 
 
 Realizamos experimentos para correlacionar el silenciamiento con el contenido 
en proteínas de la zona activa presináptica. Los experimentos funcionales con la sonda 
FM1-43 para identificar los botones silenciados por el tratamiento con HU210 fueron 
seguidos de experimentos de inmunocitoquímica post-hoc, para determinar los niveles 
de inmunorreactividad de forma semi-cuantitativa. Se analizaron las proteínas de la 
maquinaria exocitótica RIM1α y Munc13-1 que tienen un papel central en la liberación 
de neurotransmisor. Las proteínas RIM organizan la zona activa (Sudhof 2012), 
reclutan canales de Ca2+ en los sitios de liberación (Kaeser et al., 2011) e inducen la  
formación de un heterómero activo con Munc13 (Deng et al., 2011), mientras que las 
proteínas Munc13 son esenciales para la exocitosis ya que promueven la conformación 
abierta de la proteína sintaxina y el inicio de la formación del complejo SNARE 
(Richmond et al., 2001; Ma et al., 2013). Analizamos también por inmunocitoquímica 
RESULTADOS 
110 
 
el contenido en receptor CB1 de los botones sinápticos con el fin de establecer si el 
silenciamiento inducido por los cannabinoides se relaciona con un alto contenido en 
receptores CB1. 
 
 Las respuestas de descarga de FM1-43 de botones sinápticos individuales se 
segregaron a ciegas en función de sus niveles de inmunorreactividad, relativizada a la 
media de cada campo analizado. De forma arbitraria se segregaron tres grupos: 
botones cuyo valor de inmunorreactividad era inferior a 0,5, siendo 1 el valor medio; 
botones cuyo valor de inmunorreactividad era superior a dos veces la media; y por 
otro lado la población total. Los botones pertenecientes a cada grupo se seleccionaron 
sin tener en cuenta sus cinéticas individuales y se representó la respuesta promedio de 
cada uno de estos grupos. Este tipo de segregación evita cualquier tipo de sesgo, dado 
que la selección de las regiones de interés y la posterior segregación de las respuestas 
se llevaron a cabo de forma automatizada. A continuación se muestra el protocolo 
utilizado en el estudio de las cuatro proteínas: 
 
 
Figura IV-3. Protocolo empleado en los experimentos de FM1-43 post hoc. Posterior a la carga con la sonda las 
células eran tratadas con HU210 5µM durante 10min. A continuación se realizaban dos pulsos (E1 y E2) con 50mM 
KCl espaciados por un intervalo de 1min. 
 
 Encontramos una relación entre el grado de descarga de FM1-43 inducido por 
una estimulación de 10seg de perfusión de KCl 50mM y los niveles de 
inmunorreactividad de la proteína RIM1α. Sin embargo, sólo aquellos botones 
sinápticos con valores de inmunorreactividad, IR, dos o más veces por encima del valor 
de la media exhibieron una respuesta significativamente diferente a la población total, 
no encontrándose diferencias significativas en la población con niveles de IR inferiores 
a 0,5 veces el valor medio de la población (Figura IV-4B). Además determinamos el 
cociente RIM1α/CB1R para cada uno de los botones analizados, dividiendo los valores 
normalizados de inmunorreactividad de la proteína RIM1α entre los valores 
normalizados de inmunorreactividad del receptor CB1. Se observó una segregación 
entre ambos grupos (Figura IV-4C). La figura IV-4Ca muestra un ejemplo de un botón 
sináptico activo, que ha cargado sonda FM1-43, que es visualizado perfectamente con 
el anticuerpo contra RIM1α, pero que no lo es con el anticuerpo anti CB1R, indicativo 
de un alto y bajo contenido, respectivamente, en estas dos proteínas. Este botón 
sináptico activo muestra un perfil de descarga fuerte de la sonda (Figura IV-4E). 
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Además se muestra un ejemplo de botón sináptico silenciado con los cannabinoides, 
que previamente ha cargado la sonda FM1-43, que tiene un contenido alto en receptor 
CB1 y un bajo contenido en RIM1α (Figura IV-4Cb) y que muestra un perfil de descarga 
débil tras la despolarización (Figura IV-4E).  
 
 
Figura IV-4. El grado de descarga depende de la ratio RIM1α/CB1R. A) Imagen de inmunocitoquímica post hoc 
dónde se observa el marcaje de RIM1α (verde) y CB1R (rojo). Escala= 50μm. El marcaje de FM1-43 se muestra en 
pseudocolor (azul). B) Distribución de la probabilidad acumulada de la descarga de los botones con bajo (N=4, 
n=1300) y alto contenido (N=4, n=502) de RIM1α, y de la población total de botones (N=4, n=3666). N=nº de 
campos analizados, n=nº de botones sinápticos. C) Detalle de las zonas marcadas en A). D) Gráfica de probabilidad 
acumulada de botones con distintos cocientes de RIM1α/CB1R. E) Registros individuales de respuestas de los 
botones señalados en C). Se pueden apreciar las grandes diferencias en la descarga de FM1-43 en función del 
cociente RIM1α/CB1R (a, RIM1α/CB1R R>2; b, RIM1α /CB1R <0,5). n.s.p>0,05; **p<0,01; Test de Kolmogorov-
Smirnof. 
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 Estudiamos también la correlación existente entre el silenciamiento 
presináptico inducido por el cannabinoide HU210 y el contenido de la proteína de la 
zona activa Munc13-1. Sin embargo, en este caso no se encontraron diferencias 
significativas en el grado de descarga de la sonda FM1-43 al segregar los botones 
según los niveles de inmunorreactividad de la proteína Munc13-1 (Figura IV-5B) ni 
según el cociente Munc-13-1/CB1 (Figura IV-5D). Probablemente porque sólo la 
proteína Munc13-1 de la membrana plasmática y no la citosólica se correlaciona con la 
capacidad exocitótica de los botones sinápticos. Se muestran también ejemplos de dos 
botones uno con un alto cociente Munc13-1/CB1R (Figura IV-5Cb) y otro con un bajo 
cociente Munc13-1/CB1R (Figura IV-5Cb) cuyos perfiles de descarga de sonda FM1-43 
se muestran en (Figura IV-5E).  
Estos datos parecen indicar que el contenido en la proteína RIM1α es un buen 
determinante de la capacidad de exocitosis de los botones sinápticos (Ramirez-Franco 
et al., 2014) y que un alto contenido en el receptor CB1 así como un bajo contenido en 
la proteína RIM1α podrían ser la etiqueta molecular de los botones sinápticos 
susceptibles de ser silenciados por los cannabinoides.  
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Figura IV-5. El grado de descarga es independiente del contenido de la proteína Munc13-1. A) Imagen de 
inmunocitoquímica post hoc dónde se observa el marcaje de Munc13-1 (verde) y CB1R (rojo). Escala= 50μm. 
También se muestra el marcaje de FM1-43 en pseudocolor (azul). B) Distribución de la probabilidad acumulada de la 
descarga de los botones con bajo (N=4, n=2261) y alto contenido de Munc13-1 (N=4, n=761), y de la población total 
de botones (N=4, n=4461). N=nº de campos analizados, n=nº de botones sinápticos. C) Detalle de las zonas 
marcadas en A). D) Gráfica de probabilidad acumulada de botones con distintos cocientes de Munc13-1/CB1R. E) 
Registros individuales de respuestas de los botones señalados en C). Se puede ver que las respuestas son muy 
parecidas a pesar de tener cocientes muy diferentes (a, Munc13-1/CB1R>2; b, Munc13-1/CB1R<0,5). n.s. p>0,05; Test 
de Kolmogorov-Smirnof. 
 Motivados por la relación que encontramos entre el contenido de algunas 
proteínas de la zona activa esenciales para la función presináptica y el porcentaje de 
descarga quisimos estudiar otras proteínas que también pudieran ser utilizadas como 
indicadores de eficacia sináptica. Con ese objetivo realizamos experimentos similares 
RESULTADOS 
114 
 
de doble pulso, pero en este caso sin tratar a las células con el agonista cannabinoide 
HU210. Elegimos las proteínas de la zona activa Bassoon y Rab3. Bassoon es una 
proteína presináptica de gran tamaño que forma la citomatriz de la zona activa que 
parece estar relacionada con el agrupamiento de las vesículas sinápticas (Mukherjee et 
al., 2010). Rab3 es una GTPasa monomérica asociada a la membrana de las vesículas 
sinápticas. Se cree que el complejo heterotrimérico del dominio N-terminal de RIM 
junto con Munc13 y Rab3 o Rab27 es el que acerca las vesículas a la membrana 
(Dulubova et al., 2005), siendo así responsable del proceso de amarre o anclaje de las 
mismas (Gracheva et al., 2008; Kaeser et al., 2011). Rab3 también ha sido relacionada 
con cambios en la plasticidad sináptica a largo plazo (Castillo et al., 1997; Schoch et al., 
2002; Tsetsenis et al., 2011). 
En relación con la proteína Bassoon encontramos que aquellos botones 
sinápticos que exhiben un mayor grado de descarga tienen un mayor contenido de la 
proteína Bassoon (p<0,05, Figura IV-6A, B). Por otro lado, los botones con un 
contenido bajo en la proteína Rab3 mostraron un grado de descarga de la sonda FM1-
43 significativamente menor respecto a toda la población de botones (p<0,05, Figura 
IV-6C, D).  
 
Figura IV-6. Las proteínas Bassoon y Rab3 influyen sobre el grado de descarga de la sonda F1-43. Cinética de 
descarga de la sonda FM1-43 de los botones según su contenido en A) Bassoon y C) Rab3. En negro se representa la 
población total de botones sinápticos (Bassoon N=5, n=3803; Rab3 N=5, n=3803, en rojo los que tienen un valor de 
inmunorreactividad inferior a 0,5 del valor medio (Bassoon N=5, n=1857; Rab3 N=5, n=1810); y en azul los que 
presentan valores de inmunorreactividad superior a 2 veces el valor medio de inmunorreactividad (Bassoon N=5, 
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n=623; Rab3 N=5, n=651). N=nº de campos analizados, n=nº de botones sinápticos. Distribución de la probabilidad 
acumulada de la descarga de los botones con bajo y alto contenido de B) Bassoon y D) Rab3, y de la población total 
de botones sinápticos. n.s.p>0,05; **p<0,01; Test de Kolmogorov-Smirnof. 
 Como se ha mencionado en el apartado de materiales y métodos el uso de la 
sonda FM1-43 tiene algunas desventajas como la necesidad de una estimulación previa 
de las células para su carga. Además esta estimulación podría poner en marcha la 
síntesis de cannabinoides endógenos (Devane et al., 1992; Di Marzo et al., 1994) y 
ocluir en cierto grado los efectos observados por los cannabinoides exógenos. La sonda 
FM1-43 tampoco es un buen trazador de todas las formas de liberación de 
neurotransmisor. Así, mientras la pérdida total de fluorescencia es consistente con una 
fusión completa de las vesículas sinápticas con la membrana, una pérdida parcial de 
fluorescencia puede suceder cuando hay una exocitosis de tipo kiss and run (Aravanis 
et al., 2003; Harata et al., 2006). De esta forma las sinapsis que hayan experimentado 
kiss and run probablemente no hayan podido realizar una incorporación máxima de 
sonda durante la fase de carga. Por esta razón, para estudiar los mecanismos 
moleculares implicados en el silenciamiento presináptico inducido por los 
cannabinoides se utilizaron células granulares de rata de 7DIV transfectadas con 
vGlut1-pHluorina, que es una sonda codificada genéticamente y que por tanto no 
requiere la estimulación previa de la preparación. Como ya se ha mencionado, con la 
sonda vGlut1-pHluorina la exocitosis provocada por la despolarización (50mM KCl), se 
observa como un incremento de la fluorescencia debido a la exposición de la pHluorina 
al pH neutro del medio extracelular. Después, la fluorescencia disminuye debido a la 
endocitosis compensatoria y a la re-acidificación del interior de las vesículas sinápticas. 
Tras la perfusión de NH4Cl se obtiene una señal de fluorescencia máxima que 
corresponde a la neutralización del interior de todas las vesículas sinápticas de la 
preparación (Figura IV-7B), por lo que todas las respuestas se pueden normalizar a esta 
señal máxima y, por tanto, calcular la fracción de vesículas sinápticas que hacen 
exocitosis tras un estímulo. Otra ventaja del empleo de la sonda vGlut1-pHluorina está 
en que las células pueden ser estimuladas de manera repetida observándose, en 
condiciones control, aumentos transitorios de la fluorescencia de la misma magnitud 
tras cada estimulación (Ramirez-Franco et al., 2014). En la preparación de células 
granulares a 7DIV transfectadas con vGlut1-pHluorina la despolarización con KCl 
induce una respuesta de exocitosis-endocitosis de alrededor de un 30-40% de la 
respuesta máxima inducida por NH4Cl. El agonista cannabinoide HU210 (5µM, 10min) 
redujo la respuesta de exocitosis promedio de los botones sinápticos. El análisis de las 
respuestas individuales permite distinguir dos subpoblaciones: por un lado los botones 
sinápticos que permanecen activos tras el tratamiento con HU210 y que exhiben una 
respuesta de exocitosis superior al 4% de la respuesta del NH4Cl (que constituye el 
nivel de ruido de los registros de fluorescencia individuales) y una subpoblación de 
botones sinápticos cuya respuesta es inferior al 4% de la respuesta de NH4Cl y que 
denominamos botones sinápticos silentes (Ramirez-Franco et al., 2014).  
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El análisis individual de los botones sinápticos en experimentos en los que el 
tratamiento con HU210 se realizó entre dos pulsos de despolarización con KCl ha 
indicado que la subpoblación de botones sinápticos que permanecen activos tras el 
tratamiento con cannabinoides en realidad comprende algunos botones sinápticos que 
no muestran respuesta alguna a los cannabinoides y otros muchos con un grado de 
inhibición variable (Ramirez-Franco et al., 2014). Por otro lado, la subpoblación de 
botones silentes se caracteriza por ser incapaz de liberar neurotransmisor tras la 
llegada de un potencial de acción pese a experimentar una entrada de calcio normal y 
contar con las proteínas de la maquinaria exocitótica (Cousin y Evans 2011; Crawford y 
Mennerick 2012).  
 Por tanto, en esta segunda parte de la Tesis Doctoral hemos profundizado en 
los mecanismos moleculares del silenciamiento presináptico mediante el uso de 
vGlut1-pHluorina como herramienta para monitorizar el ciclo de las vesículas 
sinápticas.  
 
4. El silenciamiento es inducido también por otros agonistas del receptor 
CB1 
 
 En primer lugar determinamos si el silenciamiento podía ser inducido también 
por la activación prolongada del receptor CB1 con otros agonistas distintos a HU210 
como WIN55512. Realizamos experimentos de un pulso de despolarización con KCl 
(50mM, 10seg) en células granulares de cerebelo transfectadas con vGlut1-pHluorina 
en condiciones control y tras un tratamiento con el agonista WIN55512 5µM durante 
10min (Figura IV-7A). En las células control la estimulación con KCl indujo una 
respuesta de exocitosis–endocitosis promedio que implica a un (33,5±0,0%) de las 
vesículas del botón sináptico en base a su comparación con la respuesta inducida por 
el NH4Cl (Figura IV-7B). La incubación con el agonista cannabinoide WIN55 (5µM, 
10min) produjo una fuerte reducción de la respuesta de exocitosis-endocitosis 
promedio de los botones sinápticos inducida por KCl (0,1±0,0%) (Figura IV-7B). El 
análisis de las respuestas individuales permite distinguir dos poblaciones de botones 
sinápticos: una población de botones sinápticos activos, aunque con una respuesta 
fuertemente inhibida en la mayoría de los casos, y otra subpoblación de botones 
sinápticos que no responden a la despolarización (botones silentes) (Figura IV-7D). Así, 
mientras el porcentaje de botones silentes observado en el control fue muy bajo 
(0,5±0,5%), este aumentó de forma significativa (p<0,01) en presencia de WIN55 
(31,7±3,9%) (Figura IV-7C). La figura IV-7E muestra ejemplos de botones sinápticos 
individuales que responden a KCl en las células control pero no lo hacen tras el 
tratamiento con el agonista cannabinoide WIN55512. En conjunto, estos datos 
muestran que el silenciamiento presináptico también puede ser inducido con otros 
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agonistas cannabinoides corroborando la participación del receptor CB1 en el 
fenómeno (Ramirez-Franco et al., 2014). 
 
Figura IV-7. El agonista cannabinoide WIN55512 induce el silenciamiento de los botones sinápticos. A) Protocolos 
usados en los experimentos. B) Respuesta de exo-endocitosis promedio de todos los botones sinápticos 
normalizada a la respuesta con NH4Cl en condiciones control y tras el tratamiento con WIN55512 5µM, 10 min. 
(Control N=5, n=229; WIN55 N=7, n=364) (N= nº de campos, n= nº de botones sinápticos). C) Comparación de los 
porcentajes de botones silentes en las células control y en las tratadas con WIN55512. D) Ejemplos de registros 
individuales de botones activos (Control) y de botones inhibidos o silentes tras el tratamiento con el agonista 
(WIN55). E) Imagen de fluorescencia de respuestas individuales de botones sinápticos activos y de botones 
sinápticos silentes tras el tratamiento con WIN55512. t-student **p< 0,01. 
 
5. El silenciamiento presináptico es un fenómeno transitorio  
 
 Cómo se ha comentado en la introducción el receptor CB1 está implicado en la 
inhibición de la liberación de neurotransmisor a corto y a largo plazo. Los efectos a 
corto plazo (STD, Short-Term Depression) se deben a la inhibición de la entrada de 
calcio por los canales de calcio dependientes de voltaje, así como a activación de la 
salida de potasio por apertura de los canales rectificadores de potasio (Mackie et al., 
1995; Guo y Ikeda 2004). Por otro lado, la depresión a largo a plazo o LTD (Long-Term 
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Depression) se ha relacionado con la inhibición de la adenilato ciclasa (AC) y la 
disminución de los niveles de AMPc (Chevaleyre et al., 2007; Mato et al., 2008; Yasuda 
et al., 2008; Heifets y Castillo 2009). La reducción en los niveles de este mensajero se 
ha asociado a cambios persistentes sobre la maquinaria exocitótica (Schoch et al., 
2002; Azad et al., 2004; Heifets y Castillo 2009; Tsetsenis et al., 2011; Castillo et al., 
2012). Hay que señalar que la inducción de la LTD requiere tiempos de activación del 
receptor CB1 mucho mayores que los requeridos en la inducción de los fenómenos de 
STD (Chevaleyre y Castillo 2003; Ronesi et al., 2004). 
 Con el fin de conocer la posible relevancia del silenciamiento presináptico en 
los fenómenos de plasticidad determinamos si el silenciamiento era un proceso 
permanente o podía ser revertido tras la retirada del agonista. Con este objetivo 
diseñamos un protocolo en el cual incubamos las células con HU210 (5µM, 10min) y 
determinamos el número de botones silentes inmediatamente después (HU210 
10'+0'), y tras un periodo de lavado con HBM de 10 (HU210 10'+10') y de 20min 
(HU210 10'+20') (Figura IV-8A). Los resultados muestran que a medida que aumenta el 
tiempo de lavado se va recuperando la respuesta exocitótica (Figura IV-8B, C) como 
consecuencia de que el número de botones silentes se va reduciendo (27,0±3,9% 
HU210 10'+0'; 18,5±3,5% HU210 10'+10'; 2,9±1,7% HU210 10'+20' frente a un control 
de 0,7±0,5%) (Figura IV-8D). Estos datos sugieren que el silenciamiento inducido por 
los cannabinoides es un fenómeno reversible y que los botones silenciados después de 
un tiempo se convierten en botones sinápticos activos. 
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Figura IV-8. El silenciamiento inducido por el cannabinoide HU210 es transitorio. (A) Protocolos de incubación y 
tiempos de lavado usados en los experimentos. B) Respuesta de exo-endocitosis promedio de todos los botones 
sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en condiciones control y tras el tratamiento con HU210 (5µM, 
10min), inmediatamente después (HU210 10'+0'); y 10min (HU210 10'+10') y 20min (HU210 10'+20') después del 
tratamiento. (Control: N=5, n=147; HU210: 10' 0': N=3, n=63; HU210: 10'+10': N=5, n=133; HU210: 10'+20': N=5, 
n=175; N, nº de cubreobjetos; n, nº de botones sinápticos). C) Distribución de la probabilidad acumulada de las 
respuestas exo-endocitóticas individuales. D) Comparación de los porcentajes de botones silentes entre los 
diferentes tratamientos. ANOVA con test de Bonferroni, nsp>0,05, **p< 0,01. 
 En experimentos similares aumentamos el tiempo de tratamiento con HU210 
con el fin de ver si aumentaba el porcentaje de botones silentes o si por lo contrario 
habíamos llegado a un techo en la inducción del silenciamiento presináptico (Figura IV-
9A). La incubación de las células granulares con HU210 5µM durante 20min (HU210 
20'+0') redujo la respuesta de exocitosis-endocitosis promedio de todos los botones 
sinápticos en un grado comparable a la incubación de 10min con el agonista 
cannabinoide (HU210 10'+0') (FiguraIV-9B,C). No obstante, el porcentaje de botones 
silentes aumentó significativamente tras doblar el tiempo de incubación con HU210 
(14,0±2,1% con HU210 10'+0' y 21,3±1,3% con HU210 20'+0') (Figura IV-9D). Es 
importante señalar que tras 20min de lavado después de la incubación con HU210 
(HU210 20'+20') la mayor parte de los botones silenciados volvian al estado activo, 
mientras que el porcentaje de botones que permanecian silentes era muy bajo 
(2,7±0,6%).  
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Figura IV-9. Sólo una subpoblación de botones sinápticos es susceptible al silenciamiento inducido por HU210. A) 
Protocolos usados en los tratamientos con HU210. B) Respuesta de exo-endocitosis promedio de todos los botones 
sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en condiciones control e inmediatamente después del tratamiento 
con HU210 (5µM) durante 10 minutos (HU210 10'+0'); durante 20 minutos (HU210 20'+0') y 20 minutos después del 
tratamiento con HU210 durante 20 minutos (HU210 20’+20’). (Control: N=4, n=77; HU210: 10' N=8, n=284; HU210: 
20' N=10, 360; HU210: 20'+20' N=6, 182; N, nº de cubreobjetos; n, nº de botones sinápticos). C) Distribución de la 
probabilidad acumulada de las respuestas exo-endocitóticas individuales. D) Porcentajes de botones silentes. 
ANOVA con test de Bonferroni,  **p< 0,01, ***p <0,001. 
 
 Por tanto, el silenciamiento es un fenómeno de naturaleza reversible 
independientemente del grado de silenciamiento que se induce. Esta transitoriedad 
podría estar relacionada con datos de LTD obtenidos en cerebelo que muestran que 
sólo la fase de inducción de la LTD depende de la acción de los cannabinoides CB1 
(Safo y Regehr 2005). Por otro lado, habría que recordar que una de las peculiaridades 
de la LTD en las sinapsis entre las células granulares y las células de Purkinje en el 
cerebelo es su expresión postsináptica (Wang et al., 2000; Ito 2001; Safo y Regehr 
2005) a diferencia del silenciamiento presináptico observado en nuestro modelo de 
estudio. 
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6. El silenciamiento también se induce con el endocannabinoide 2-
araquidonilglicerol  
 
 En otra serie de experimentos quisimos conocer si el cannabinoide endógeno 2-
araquidonilglicerol también induce el silenciamiento de los botones sinápticos. Con 
este objetivo tratamos las células granulares transfectadas con vGlut1-pHluorina con 
2-araquidonil glicerol (2-AG, 60μM, 15min, Figura IV-10A). Este tratamiento disminuyó 
la respuesta de exocitosis-endocitosis inducida por KCl (Figura IV-10B, C) debido al 
incremento en el porcentaje de botones silentes (9,2±2,6%) en comparación con 
células control (2,1±1,3%), aunque el incremento no fue significativo (Figura IV-10D). 
Dado que a diferencia de los cannabinoides sintéticos, el endocannabinoide 2-AG es 
susceptible de ser degradado, determinamos si la ausencia de un efecto significativo 
en el silenciamiento podía ser debida a la degradación del 2-AG. Así, el mismo 
tratamiento combinado JZL184 (1µM, 30min) un inhibidor de la monoacil glicerol 
lipasa (MGL), enzima que degrada el 2-AG in vivo (Dinh et al., 2002; Dinh et al., 2004; 
Vandevoorde y Lambert 2007), aumentó significativamente (p<0,05) el número de 
botones silentes inducidos por 2-AG (35,3±11,7%, Figura IV-10D). El inhibidor JZL184 
por sí mismo también mostró una tendencia a aumentar el número de botones 
silentes (11,8±4,3%) aunque no de manera significativa (Figura IV-10D), indicando la 
producción tónica de endocannabinoides en nuestras condiciones de cultivo. Por 
tanto, el hecho de el endocannabinoide 2-AG también induzca el silenciamiento 
presináptico sugiere la posible relevancia fisiológica de este fenómeno.  
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Figura IV-10. El endocannabinoide 2-araquidonilglicerol también induce el silenciamiento presináptico. A) Protocolo 
experimental. B) Respuesta de exo-endocitosis promedio de todos los botones sinápticos normalizada a la 
respuesta con NH4Cl en condiciones control y tras el tratamiento con 2-araquidonil glicerol (60μM, 15min), JZL 184 
(1μM, 30min); y JZL184+2-AG. (Control: N=5, n= 201; 2-AG: N=10, n=271; JZL184: N=6, N=115; JZL184+2-AG: N=8, 
n=214 botones. N, nº de cubreobjetos; n, nº de botones sinápticos). C) Distribución de la probabilidad acumulada 
de las respuestas exo-endocitóticas individuales. D) Porcentajes de botones silentes. ANOVA con test de Bonferroni, 
* p<0,05.  
 
7. El silenciamiento presináptico está relacionado con una reducción en 
los niveles de AMPc 
 
 Dado que los efectos a largo plazo de la señalización del receptor CB1 implican 
la inhibición de la adenilato ciclasa (AC) y que la depresión duradera de la transmisión 
sináptica (LTD) dependiente de los receptores CB1 también se ha relacionado con 
cambios en los niveles de AMPc (Chevaleyre et al., 2007; Mato et al., 2008; Yasuda et 
al., 2008; Heifets y Castillo 2009) nos planteamos si una reducción en los niveles de 
este mensajero era la responsable del silenciamiento presináptico inducido por los 
cannabinoides. Por esa razón se llevaron a cabo experimentos con el inhibidor de la AC 
SQ22536 que de acuerdo con esta idea debería inducir por sí mismo el silenciamiento 
presináptico y además ocluir el silenciamiento inducido por el agonista cannabinoide. 
La incubación de las células durante 25min con SQ22536 (100μM) redujo la respuesta 
de exocitosis-endocitosis promedio de todos los botones sinápticos (Figura IV-11B, C) e 
incrementó significativamente (p<0,05) el porcentaje de botones silentes (23,0±4,1%) 
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respecto al control (1,5±0,8%). El grado de silenciamiento inducido por SQ22536 fue 
similar al inducido por el tratamiento con HU210 (18,4±3,1%) (Figura IV-11D). Además 
el tratamiento con SQ22536, previo a la incubación con HU210 (Figura IV-11A) ocluyó 
el silenciamiento inducido por el agonista cannabinoide (19,6±2,9%). Estos resultados 
indican la posible implicación de una disminución de los niveles de AMPc en el 
fenómeno de silenciamiento presináptico.  
 En otra serie de experimentos se determinaron los niveles de AMPc en el 
cultivo primario de neuronas de cerebelo (Figura IV-11E). Los niveles basales de este 
mensajero (1,28±0,02 pmoles/105 células) disminuyeron significativamente (p<0,01) 
tras la inhibición de la AC con SQ22536 (0,75±0,06 pmoles/105 células). El tratamiento 
con HU210 tuvo un efecto parecido (0,84±0,06 pmoles/105 células), mientras que la 
combinación de ambos indujo una reducción aún mayor de los niveles de AMPc 
(0,84±0,06 pmoles/105 células). Lo que sugiere que no toda la actividad de adenilato 
ciclasa está bajo el control de los receptores CB1. En conjunto, estos datos indican que 
el silenciamiento requiere una reducción drástica en los niveles de AMPc celulares a 
pesar del amplio rango dinámico de los niveles de este nucleótido ya que la activación 
de la adenilato ciclasa con forskolina (50μM, 15min) incrementa los niveles del 
nucleótido unas 70 veces sobre el nivel basal (89,07±12,64 pmoles/105 células). Estos 
resultados que relacionan el silenciamiento presináptico con niveles de AMPc bajos en 
la célula concuerdan con el hecho que el AMPc aumente el número de botones 
sinápticos funcionales (Ma et al., 1999). Además, experimentos previos del laboratorio 
han demostrado que el tratamiento con forskolina previene el silenciamiento inducido 
por HU210 (Ramirez-Franco et al., 2014), sugiriendo la reducción en los niveles de 
AMPc como posible responsable del silenciamiento de botones sinápticos. 
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Figura IV-11. La inhibicion de la adenilato ciclasa con SQ22536 también induce el silenciamiento presináptico y 
ocluye el inducido por HU210. A) Protocolo experimental. B) Respuesta de exo-endocitosis promedio de todos los 
botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en condiciones control y tras el tratamiento con HU210 
(5µM, 10 min); SQ22536 (100μM, 25min); SQ22536 + HU210. (Control N=6, n=267; HU210 N=8, n=434; SQ22536 
N=7, n=367; SQ+HU210 N=8, n=558; N, nº de cubreobjetos; n, nº de botones sinápticos. C) Distribución de la 
probabilidad acumulada de las respuestas exo-endocitóticas individuales  D) Porcentajes de botones silentes.  
ANOVA con test de Bonferroni, **p<0,01, ***p <0,001. E) Niveles de AMPc (pmoles/105 células) en las distintas 
condiciones: Control; HU210; SQ22536; SQ+HU210 y tras la adición de forskolina (50μM, 15min). El símbolo * indica 
la comparación entre los niveles basales frente al resto de tratamientos, mientras que # indica la comparación de 
forskolina con a otros tratamientos, ** o ## p < 0,01, mientras que *** es p < 0,001 (test de Welch). 
 La activación de los receptores CB1 con el agonista cannabinoide el WIN55512  
(5μM, 10min) produjo resultados comparables a los obtenidos con HU210. WIN55512 
redujo la respuesta de exocitosis-endocitosis promedio de todos los botones sinápticos 
(Figura IV-12B, C) y aumentó significativamente (p<0,05) el porcentaje de botones 
silentes (27,0±5,0%) en comparación con el control (1,7±0,9%) (Figura IV-12D). El 
inhibidor de la adenilato ciclasa SQ22536 silenció los botones sinápticos (26,9±5,9%) 
en magnitud comparable a la observada con WIN55512 y cuando SQ22536 se añadió 
antes del agonista cannabinoide también ocluyó la respuesta de WIN55512 
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(28,3±6,1%) lo que refuerza la idea de que el silenciamiento presináptico está asociado 
a una disminución de los niveles de AMPc. 
 
Figura IV-12. La inhibicion de la adenilato ciclada con SQ22536 también induce el silenciamiento presinaptico y 
ocluye el inducido por WIN55512. A) Protocolo experimental. B) Respuesta de exo-endocitosis promedio de todos 
los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en condiciones control y tras el tratamiento con 
WIN55512 (5µM, 10min); SQ22536 (concentración, tiempo); SQ22536 + WIN55512. (Control: N=6, n=331; 
WIN5512: N=6, n=203; SQ22536: N=6, n=282; SQ+WIN55512: N=6, n=451;  N, nº de cubreobjetos; n, nº de botones 
sinápticos. C) Distribución de la probabilidad acumulada de las respuestas exo-endocitóticas individuales. D) 
Porcentajes de botones silentes. ANOVA con test de Bonferroni, * p<0,05, ***p <0,001. 
 
8. El aumento de los niveles de AMPc acelera la reversión del 
silenciamiento 
 
 Dado que el silenciamiento presináptico inducido por los cannabinoides es un 
fenómeno transitorio que se revierte completamente 20min después de la retirada del 
agonista, nos preguntamos si la elevación de los niveles de AMPc con forskolina era 
capaz de acelerar la activación de botones silenciados previamente por el tratamiento 
con HU210. Con este objetivo, realizamos experimentos con dos pulsos de 
despolarización. Las células se trataron con HU210 (5µM, 10min) y a continuación se 
sometieron a un primer pulso de despolarización con KCl para identificar los botones 
silenciados y tras un periodo de lavado o de aplicación de forskolina (50μM) de 4min 
se aplicó un segundo pulso de KCl para identificar la fracción los botones silenciados 
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que respondía a un segundo estímulo (Figura IV-13A). Tras el tratamiento con HU210 
la respuesta de exocitosis-endocitosis inducida por un primer pulso de KCl fue de  sólo 
un 14,2±0,9% de la inducida por el NH4Cl (Figura IV-13B) debido al incremento de los 
botones silentes (20,4±7,1% en la serie control y 22,5±6,8% en la serie de forskolina) 
(Figura IV-13Ca,Cb). Tras el periodo de lavado, un segundo pulso de despolarización 
con KCl reveló que alguno de los botones silenciados previamente respondieron ya a 
este segundo estímulo disminuyendo por tanto el porcentaje de botones silentes 
(16,7±5,8%) aunque este cambio no fue significativo (p>0,05) (Figura IV-13Ca). Sin 
embargo, una segunda despolarización, tras la aplicación de forskolina puso de 
manifiesto un bajo porcentaje de botones silentes (5,3±1,9%, p<0,05) (Figura IV-13Cb) 
indicando que el incremento en los niveles de AMPc con forskolina acelera la 
activación de los botones previamente silenciados por HU210. Luego, el incremento de 
los niveles de AMPc es capaz no sólo de prevenir el silenciamiento, sino también de 
acelerar la activación de botones silenciados previamente. 
 
Figura IV-13. El incremento en los niveles de AMPc con forskolina acelera la activación de los botones previamente 
silenciados por HU210. A) Protocolo experimental. B) Respuestas de exo-endocitosis promedio de todos los botones 
sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en las distintas condiciones: HU210 (5µM, 10min) + control y 
HU210 (5µM, 10min) + forskolina (50μM), 4min). Registros a la izquierda (primer pulso de despolarización); 
Registros a la derecha (segundo pulso de despolarización). Los datos fueron obtenidos a partir de (HU210/Control: 
N=4, n=144; y  HU210/Forskolina: N=5, n=212). N, nº de cubreobjetos y n,nº de botones sinápticos analizados. C) 
Comparación de los porcentajes de botones activos y silentes en a-Control y b-Forskolina. Diagramas a la izquierda 
(primer pulso de despolarización); Diagramas a la derecha (segundo pulso de despolarización). t de Student, * 
p<0,05.  
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9. Otros GPCRs podrían afectar el silenciamiento 
 
 A la vista del papel central de los niveles de AMPc como determinante del 
estado activo/silente de los botones sinápticos del cultivo de neuronas granulares y del 
hallazgo de que un incremento de los niveles de AMPc con forskolina previene el 
silenciamiento inducido por los cannabinoides, determinamos si la activación de un 
receptor acoplado a la proteína Gs como los receptores β-adrenérgicos (β-AR) era 
también capaz de prevenir el silenciamiento inducido por HU210. Para ello las células 
se incubaron con el agonista de estos receptores isoproterenol (100μM) (Figura IV-
14A). La adición de isoproterenol aumentó ligeramente la respuesta de exocitosis 
endocitosis promedio de los botones sinápticos (Figura IV-14B, C), mientras que el 
número de botones silentes se mantuvo en niveles bajos 1,0±0,5%, similares (p>0,05) a 
los de las células control (0,5±0,3%) (Figura IV-14D). En cambio, el tratamiento con 
isoproterenol antes de la adición de los cannabinoides anuló (p<0,05) los efectos de 
HU210 en la respuesta exocitótica (Figura IV-14B, C) y revirtió completamente 
(0,8±0,5%) (p<0,05) el incremento en el número de botones silentes causado por 
HU210 (14,5±2,2%) (Figura IV-14D). Por tanto, la activación de receptores acoplados a 
proteínas Gs como los beta adrenérgicos y el incremento en los niveles de AMPc 
subsiguiente revierten las acciones de los receptores de cannabinoides en la capacidad 
exocitótica-endocitótica de los botones sinápticos.  
 
Figura IV-14. El agonista de los receptores beta adrenérgicos isoproterenol previene el silenciamiento presináptico 
inducido por los cannabinoides. A) Protocolo experimental. B), Respuestas de exo-endocitosis promedio de todos 
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los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en las distintas condiciones: Control; HU210 (5µM, 10 
min); isoproterenol (100μM, 15min) e ISO/HU210. Los datos fueron obtenidos a partir del siguiente nº de 
cubreobjetos (N) y botones sinápticos (n) analizados. Control: N=6, n=378;  HU210: N=7, n=387; Iso: N=6, n=387; 
Iso/HU210: N=6, n=508 C) Distribución de la probabilidad acumulada de las respuestas de exocitosis-endocitosis en 
las distintas condiciones. D) Comparación de los porcentajes de botones silentes en las diferentes condiciones 
experimentales. ANOVA Kruskal-Wallis con test de Dunn, ** p<0,01.  
 
10. Epac2 está implicada en la prevención del silenciamiento presináptico 
 
 Resultados previos de este laboratorio han mostrado que la elevación de los 
niveles de AMPc con forskolina previene el silenciamiento inducido por HU210. Ahora 
bien, en esta acción el nucleótido activa una vía diferente a la clásica de la proteína 
kinasa A (PKA) (Ramirez-Franco et al., 2014). El hecho de que la reversión por 
forskolina del silenciamiento inducido por los cannabinoides fuera insensible al 
inhibidor de la PKA H-89 y que la acción de la forskolina fuera mimetizada por el 
activador de proteínas Epac 8pCPT, implica a la proteína Epac, factor intercambiador 
de nucleótidos de guanina dependiente de AMPc (Seino y Shibasaki 2005) en la 
reversión por AMPc del silenciamiento presináptico (Ramirez-Franco et al., 2014). Epac 
presenta dos isoformas: Epac1 que tiene un nivel de expresión bajo en el SNC, 
mientras que Epac2 tiene una expresión abundante en el cerebro y en el cerebelo 
(Kawasaki et al., 1998). Epac1 y Epac2 son proteínas multidominio consistentes en una 
región N-terminal reguladora y otra C-terminal catalítica (Seino y Shibasaki 2005; 
Grandoch et al., 2010). 
 Para poder estudiar si la actividad de Epac2 es un determinante del estado 
activo/silente de los botones sinápticos, realizamos experimentos para silenciar la 
expresión del gen de Epac2 con ARN pequeño de interferencia (siARN, del inglés small 
interfering ARN). El tratamiento con siARN de Epac2 durante 72h (a 4DIV) redujo a un 
26,7±1,0% del control el nivel del ARN mensajero de Epac2, mientras un tratamiento 
similar con un siARN inespecífico utilizado como control, apenas tuvo efecto 
(89,1±1,0%) (Figura IV-15B).  
 A nivel funcional nos planteamos estudiar si la reducción de la expresión de 
Epac2 aumentaba el porcentaje de botones silentes y si afectaba a la capacidad del 
activador de Epac 8pCpt de prevenir el silenciamiento inducido por HU210. La 
respuesta de exocitosis-endocitosis promedio de los botones sinápticos inducida por la 
despolarización con KCl en las células granulares (Figura IV-15C, F) se redujo tras el 
tratamiento con HU210 (5µM, 10min) como consecuencia del aumento significativo  
(p<0,05) del número de botones silentes desde un 1,6±0,5% en el control a un 
13,8±2,0% en las células tratadas con HU210 (Figura IV-15I). En las células no tratadas, 
el activador de proteínas Epac 8pCpt (50µM, 25min) previno completamente, tanto la 
disminución de la respuesta de exocitosis-endocitosis (Figura IV-15C, F) como el 
aumento del número de los botones silentes inducidos por HU210 (Figura IV-15I). Sin 
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embargo, en las células tratadas con siARN para reducir la expresión del gen de Epac2 
(Figura IV-15B) 8pCpt no previno ni la disminución de la respuesta de exocitosis-
endocitosis (Figura IV-15D, G) ni el aumento en el porcentaje de botones silentes 
inducidos por el agonista cannabinoide HU210 (Control 2,4±1,3%; HU210 15,5±1,7%; 
HU210+8pCpt 15,3±2,7%). Por otro lado, las células tratadas con el siARN de secuencia 
diana aleatoria utilizado como control  se comportaron como las células no tratadas, 
observándose que 8pCpt previno tanto la disminución de la respuesta de exocitosis-
endocitosis promedio (Figura IV-15E, H), como el aumento en el número de botones 
silentes (Figura IV-15K) inducidos por el agonista cannabinoide HU210 (Control 
0,9±0,3%; HU210 17,4±3,0%; HU210+8pCpt 1,5±0,4%). Hay que señalar, no obstante, 
que el número de botones silentes en condiciones basales aumento 2,5 veces en las 
células tratadas con el siARN de Epac2, aunque este cambio no fue significativo (p>0,5, 
test de Welch), posiblemente por la expresión residual de Epac2 tras el tratamiento 
con el siARN (Figura IV-15I, J). 
RESULTADOS 
130 
 
 
Figura IV-15. La supresión de la expresión de Epac2 con siARN produce un aumento no significativo del 
silenciamiento, pero previene completamente la reversión por 8pCpt del silenciamiento inducido por HU210. A) 
Protocolo experimental. B) Niveles relativos del ARNm de Epac2 en condiciones control y tras los tratamientos con 
siARN de Epac2 (siARN Epac2) y con una secuencia aleatoria o control negativo (Non-targeting) (Control: N=3, siARN 
Epac2: N=3, Non-targeting: N=3). ANOVA con test de Bonferroni, ***p<0,001. C, D y E) Respuestas de exo-
endocitosis promedio de todos los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en condiciones control, 
tras el tratamiento con HU210 (5µM, 10 min) y con 8pCpt (50µM, 25min)+HU210 en células sin tratar (C), células 
tratadas con siARN de Epac2 (D), y células tratadas con ARN inespecifico “non targeting” (E) determinadas en: 
Células sin tratar: control N=6, n=354; HU210 N=8, n=404; HU210+8pCpt N=7, n=489. Células tratadas con siARN de 
Epac2: Control N=7, n=458; HU210 N=10, n=567; HU210+8pCpt N=10, n=618 botones. Células tratadas con siRNA 
inespecífico “non-targeting”: Control N=7, n=445; HU210 N=8, n=434; HU210+8pCpt N=7, n=556, N, nº de 
cubreobjetos analizados; n, nº de botones sinápticos analizados. F,G y H) Distribución de la probabilidad acumulada 
de las respuestas exo-endocitóticas individuales de los botones sinápticos de las células sin tratar (F), células 
tratadas con siARN de Epac2 (G) y de las células tratadas con siARN inespecífico “non targeting” (H). I,J y K),  
Porcentaje de botones silentes en las células sin tratar (I), células tratadas con siARN de Epac2 (J) y células tratadas 
con un siARN inespecífico “non targeting” (K). ANOVA Kruskal-Wallis con test de Dunn, ** p<0,01; *** p<0,001. 
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 También determinamos si el silenciamiento de Epac2 afectaba  los niveles de 
expresión de Epac1. En la Figura IV-16 se puede observar que los niveles del ARN 
mensajero de Epac1 en las células control y en las células tratadas con el siARN de 
Epac2 son similares. 
 
Figura IV-16. El tratamiento con siARN de Epac1 no altera los niveles del ARNm de Epac2. Niveles relativos de ARN 
mensajero de Epac1 en condiciones control y tras el tratamiento con ARN de silenciamiento de Epac2 (siARN Epac2) 
(Control N=2, 0,98±0,02, siARN Epac2 N=2, 0,94±0,03). t de Student, n.s. p>0,05.  
 Aunque Epac2 es la isoforma más abundante en cerebro en comparación con 
Epac1 (Kawasaki et al., 1998) también realizamos un experimento preliminar con 
siARN de la proteína Epac1 para ver si la reducción de la expresión de Epac1 
aumentaba el porcentaje de botones silentes y afectaba a la capacidad del activador 
de Epac 8pCpt de prevenir el silenciamiento inducido por HU210 (Figura IV-17A). El 
tratamiento con el siARN de Epac1 redujo los niveles de ARNm (Control 1,03±0,02; 
siARN Epac1 0,17±0,01) (Figura IV-17B). En primer lugar observamos que la respuesta 
de exocitosis-endocitosis inducida por KCl en las células sin tratar (Figura IV-17C, E) fue 
similar a la obtenida en las células tratadas con siARN de Epac1 (Figura IV-17D, F). El 
tratamiento con siARN de Epac1 tampoco incrementó el número de botones silentes: 
2,2±2,2% en las células sin tratar (Figura IV-17G) y 0,6±0,6% en las células tratadas con 
siARN de Epac1 (Figura IV-17H). HU210 también redujo en cuantía similar la respuesta 
exocitótica en las células no tratadas (Figura IV-17C, E) y en las células tratadas con 
siARN de Epac1 (Figura IV-17D, F) y aumentó el porcentaje de botones silentes, tanto 
en las células sin tratar (control: 2,2±2,2%; HU210: 16,4±1,6%, Figura IV-17G) como en 
las células tratadas con siARN de Epac1 (Control: 0,6±0,6%; HU210: 22,1±8,2%, Figura 
IV-17H). Además, el tratamiento con siARN de Epac1 no alteró la capacidad del 
activador específico de Epac 8pCpt de prevenir el silenciamiento inducido por HU210 
(Figura IV-17H). Por tanto, los datos obtenidos tras la reducción de la expresión de 
Epac1 sugieren que esta isoforma no está implicada en el silenciamiento presináptico 
inducido por los cannabinoides en las células granulares de cerebelo de rata. 
RESULTADOS 
132 
 
 
Figura IV-17. La supresión de la expresión de Epac1 con siARN no aumenta el silenciamiento, ni previene la 
reversión por 8pCpt del silenciamiento inducido por HU210. A) Protocolo experimental. B) Niveles relativos del 
ARNm de Epac1 en condiciones control y tras el tratamiento con siARN de Epac1 (siARN Epac1). C, D) Respuestas de 
exo-endocitosis promedio de todos los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en condiciones 
control, tras el tratamiento con HU210 (5µM, 10 min); y con HU210 + 8pCpt (50µM, 25 min) en células sin tratar (C), 
células tratadas con siRNA de Epac1  (D), determinadas en: células no tratadas: control N=3, n=145; HU210 N=3, 
n=102; HU210+8pCpt N=3, n=165. Células tratadas con siARN de Epac2: Control N=2, n=155; HU210 N=2, n=79; 
HU210+8pCpt N=2, n=140. N, nº de cubreobjetos analizados; n, nº de botones sinápticos analizados. E,F, 
Cuantificación de las respuestas mostradas C) y D)  de las células sin tratar (E) y  células tratadas con siRNA de Epac1 
(F). G, H)  Porcentaje de botones silentes en las células sin tratar (G) y en las células tratadas con siRNA de Epac1 
(H). ANOVA con test de Bonferroni, * p<0,05. 
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 El hecho de que el siARN de Epac2 anule la acción del activador de Epac 8pCpt 
de prevenir el silenciamiento presináptico inducido por HU210 sugiere la implicación 
de esta proteína. Sin embargo, el siARN de Epac2 no incrementó significativamente el 
número de botones sinápticos silentes en estas células probablemente por la actividad 
remanente de Epac2. Con el fin de profundizar en el papel de Epac2 en este fenómeno 
de silenciamiento presináptico utilizamos una aproximación farmacológica para inhibir 
completamente la actividad de Epac2. Realizamos experimentos con el inhibidor 
selectivo de Epac2 ESI-05, desarrollado recientemente (Tsalkova et al., 2012). La 
inhibición específica de Epac2 por este fármaco se debe a la unión de ESI-05 a una 
región entre los dos dominios de unión a AMPc (CBDs) que es exclusiva de Epac2 y que  
bloquea a la proteína en su conformación autoinhibitoria (Tsalkova et al., 2012). La 
adición de ESI-05 (10μM, 20min) (Figura IV-18A) causó una reducción en la respuesta 
exo-endocitótica promedio inducida por la despolarización con KCl (Figura IV-18B, C) y 
aumentó aunque no significativamente (p>0,05) el número de botones silentes 
(6,3±1,1%) en comparación con el control (0,6±0,2%). La aplicación de una 
concentración de ESI-05 mayor (25μM, 20min) también causó una reducción en la 
respuesta exo-endocitótica promedio inducida por la despolarización con KCl (Figura 
IV-18B, C) y además aumentó significativamente (p<0,05) el número de botones 
silentes (14,1±1,7%) (Figura IV-18D). El silenciamiento presináptico inducido por ESI-05 
25µM fue similar (p>0,05) al inducido por el agonista cannabinoide HU210 (18,8±2,7%; 
Figura 18D). Curiosamente concentraciones bajas de ESI-05 (10µM) fueron suficientes 
para anular la prevención por 8pCpt del silenciamiento presináptico inducido por los 
cannabinoides (15,9±2,7%, Figura IV-18D). Por tanto, estos datos de nuevo parecen 
indicar que la inducción del silenciamiento requiere una fuerte inhibición de la 
actividad de Epac2. 
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Figura IV-18. El inhibidor de Epac2 ESI05 produce un aumento significativo del silenciamiento y previene 
completamente la reversión por 8pCpt del silenciamiento inducido por HU210. A) Protocolo experimental. (B) 
Respuestas de exo-endocitosis promedio de todos los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en 
las distintas condiciones: control, HU210 (5µM, 10 min); ESI05 (10µM, 20min); ESI05 (25µM, 20 min); 8pCpt (50µM, 
15 min) + HU210; ESI05 + 8pCpt + HU210, determinadas en Control: N=13, n=1057; HU210: N=15, n=1031; ESI-05 
(10µM) N=15 , n=976; ESI05 (25µM): N=6, n=447; 8pCpt+HU210: N=9, n=554; ESI-05+8pCpt+HU210: N=9, n=561; N, 
nº de cubreobjetos analizados; n, nº de botones sinápticos analizados. C) Distribución de la probabilidad acumulada 
de las respuestas exo-endocitóticas individuales de los botones sinápticos en las distintas condiciones. D) Porcentaje 
de botones silentes en las distintas condiciones. ANOVA Kruskal-Wallis con test de Dunn, ** p<0,01; *** p<0,001. 
 
11. La activación de Epac2 también acelera la reversión del silenciamiento 
 
 Dado que la inhibición de la proteína Epac2 con ESI-05 induce el silenciamiento 
presináptico y que por otro lado la activación de las proteínas Epac con 8pCpt previene 
el silenciamiento inducido por los cannabinoides (Ramirez-Franco et al., 2014) nos 
planteamos si la activación de Epac con 8pCpt acelera la reversión del silenciamiento 
inducido por los cannabinoides. Con este fin, se realizaron experimentos de doble 
pulso con un protocolo similar al ya descrito y se observó que el porcentaje de botones 
silentes tras 4min de perfusión de 8pCpt, fue significativamente menor (21,7±4,1% y 
6,4±1,5% tras el primer y segundo pulso respectivamente, p<0,05, Figura IV-19Cb) que 
en presencia de medio HBM (25,8±3,1% y 19,7±2,7%, p>0,05, Figura IV-19Ca). Por 
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tanto, la recuperación de las respuestas de exocitosis-endocitosis promedio que se 
observa con 8pCpt (Figura IV-19Ba) es debida a un incremento en el porcentaje de 
botones activos (78,3±4,1% y 93,6±1,5%, p<0,05, antes y después de 8pCpt, 
respectivamente, Figura IV-19Cb). 
 Nos planteamos también si Epac2 mediaba en la reactivación acelerada por 
8pCpt de los botones sinápticos silenciados por HU210. Por lo que diseñamos 
experimentos de reversión por 8pCpt del silenciamiento inducido por HU210  
incluyendo el inhibidor específico de Epac2 ESI05 (10µM). En estas condiciones 8pCpt 
no disminuyó (p>0,05) el número de botones silentes tras el segundo pulso de 
despolarización (15,4±2,2%) que fue similar al obtenido en el primer pulso (14,5±1,5%; 
Figura IV-19Cd). Consecuentemente, en este caso 8pCpt no aumentó la respuesta de 
exocitosis-endocitosis promedio (Figura IV-19Bb) ni el número de botones activos 
(85,5±1,5% y 84,6±2,2%, p>0,05, antes y después de la adición de 8pCpt, 
respectivamente, FiguraIV-19Cd). 
La Figura IV-20 muestra imágenes de fluorescencia de vGlut1-pHluorina tras el 
primer y el segundo pulso de despolarización con KCl seguido en ambos casos de la 
aplicación de NH4Cl en las distintas condiciones, con algunos ejemplos individuales 
(Figura IV-20). Se puede observar tras la aplicación de 8pCpt la respuesta de botones 
previamente silenciados por HU210 (Figura IV-20B).   
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Figura IV-19. El inhibidor específico de Epac 2, ESI05, previene la reactivación acelerada por 8pCpt de los botones 
sinápticos silenciados por HU210. A) Protocolo experimental. B) Respuestas de exo-endocitosis promedio de todos 
los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en las distintas condiciones: HU210 (5µM, 10min) + 
control; HU210 (5µM, 10min) + 8pCpt (50µM, 4min); HU210 (5µM, 10min)/ESI05 (10µM, 5min); HU210 (5µM, 10 
min)/ESI05 (10µM, 9min) + 8pCpt (50µM, 4min). Registros a la izquierda (primer pulso de despolarización); 
Registros a la derecha (segundo pulso de despolarización). Los datos fueron obtenidos a partir de (HU210/Control: 
N=9, n=388; y HU210/8pCpt: N=8, n=416; HU210/ESI05: N=9, n=469; HU210/ESI05/8pCpt: N=9, n=592) (N, nº de 
cubreobjetos y n,nº de botones sinápticos analizados). C) Comparación de los porcentajes de botones activos y 
silentes en las distintas condiciones experimentales. Diagramas a la izquierda (primer pulso de despolarización); 
Diagramas a la derecha (segundo pulso de despolarización). *p<0,05 t de Student. 
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Figura IV-20. Imagen representativa de la fluorescencia de algunos botones sinápticos tras los dos pulsos de 
despolarización (KCl) y los dos pulsos de NH4Cl en las distintas condicones experimentales mostradas en la Figura IV-
20: A) HU210 (5µM, 10min) + control; B)  HU210 (5µM, 10min) + 8pCpt (50µM, 4min); C)  HU210 (5µM, 
10min)/ESI05 (10µM, 5min) y D) HU210 (5µM, 10min)/ESI05 (10µM,9min) + 8pCpt (50µM, 4min). A la derecha de 
cada serie de imágenes se muestran algunos registros de botones sinápticos individuales. 
 
12. Epac2 podría afectar al silenciamiento mediante la activación de PLC  
 
 La inhibición de Epac2 aumenta el número de botones silentes, mientras que su 
activación acelera el despertar de botones previamente silenciados por la estimulación 
del receptor CB1. Esto sugiere que la señalización dependiente de AMPc mediada por 
Epac2 determina el estado activo/silente de los botones sinápticos en nuestro modelo 
de estudio. Sin embargo, se desconoce el mecanismo de señalización de las proteínas 
Epac2 en la presinapsis en relación con la trasmisión sináptica. Las proteínas Epac 
activadas por AMPc están implicadas en la potenciación de la transmisión sináptica 
(Gekel y Neher 2008; Fernandes et al., 2015) y en la potenciación de la liberación de 
glutamato dependiente del receptor β-adrenérgico (Ferrero et al., 2013). Sin embargo, 
los mecanismos exactos mediante los cuales Epac afecta a la exocitosis no están bien 
definidos. Las proteínas Epac han sido caracterizadas como factores intercambiadores 
de nucleótidos de guanina dependientes de AMPc de GTPasas pequeñas como Rap1 
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(Kawasaki et al., 1998) y Rab3A (Branham et al., 2009). PLCε es una diana directa de 
Rap1 (Schmidt et al., 2001) y la potenciación de la secreción de insulina mediada por 
Epac2 depende de la actividad de PLC (Dzhura et al., 2011). Además la activación de 
Epac aumenta la hidrólisis de PIP2 y ayuda translocar la proteína de la zona activa 
Munc13 a la membrana (Ferrero et al., 2013). 
 Con el objetivo de saber si la actividad de PLC está implicada en la vía de 
señalización después de la activación de Epac realizamos experimentos de un pulso 
para determinar si la inhibición de la PLC aumentaba el número de botones silentes 
y/o afectaba la capacidad de 8pCpt para prevenir el silenciamiento inducido por el 
agonista de los receptores CB1 HU210. El tratamiento con U73122 (2µM, 20min)  
(Figura IV-21A) redujo la respuesta de exocitosis-endocitosis promedio de los botones 
sinápticos respecto de las células control sin tratar (Figura IV-21B, C), seguramente por 
el aumento en el número de botones silentes desde 0,3±0,2% en el control hasta 
3,5±1,1% con U-73122 (Figura IV-21D) aunque este incremento no alcanzó nivel de 
significación estadística, p>0,05. Sin embargo, esta misma concentración de inhibidor 
de PLC anuló completamente (17,5±4,6%, p<0,01) la capacidad de 8pCpt de prevenir 
(1,7±0,7%, p<0,05) el silenciamiento inducido por los cannabinoides (17,5±2,1%) 
(Figura IV-21D).  Por tanto, estos resultados muestran que se requiere una inhibición 
de PLC más fuerte para inducir el silenciamiento presináptico que para interferir con la 
capacidad de 8pCpt de prevenir el silenciamiento inducido por el agonista de los 
receptores CB1 HU210. Hecho que queda corroborado por el hallazgo de que 
concentraciones más altas de U73122 (4µM, 20min) inducen un grado de 
silenciamiento comparable (p<0,001) al del agonista cannabinoide HU210 (23,8±5,4%) 
(Figura IV-21D). 
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Figura IV-21. El inhibidor de PLC U-73122 produce un aumento significativo del silenciamiento y previene 
completamente la reversión por 8pCpt del silenciamiento inducido por HU210. A) Protocolo experimental. B) 
Respuestas de exo-endocitosis promedio de todos los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en 
las distintas condiciones experimentales: control, HU210 (5µM, 10 min); U-73122 (2µM, 20min); U-73122 (4µM, 
20min); 8pCpt (50µM, 15min) + HU210; ESI05 + 8pCpt + HU210. Datos obtenidos en, Control: N=16, n=1142; 
HU210: N=17, n=816; U73122 2μM, 20min N=17, n=846; U73122 4μM, 20min N=7, n=298; 8pCpt+HU210: N=13, 
n=828; U73122+8pCpt+HU210: N=14, n=935; N, nº de cubreobjetos analizados; n, nº de botones sinápticos 
analizados. C) Distribución de la probabilidad acumulada de las respuestas exo-endocitóticas individuales de los 
botones sinápticos en las distintas condiciones. D) Porcentaje de botones silentes en las distintas condiciones. 
ANOVA Kruskal-Wallis con test de Dunn, ** p<0,01; *** p<0,001. 
 Nos planteamos también si PLC participa en la reversión del silenciamiento. 
Para ello diseñamos experimentos de reversión por 8pCpt del silenciamiento inducido 
por HU210 incluyendo el inhibidor específico de PLC U73122 (2µM, 20min) (Figura IV-
22A). Se realizaron experimentos de doble pulso en los que se observó que aunque 4 
minutos de perfusión con medio HBM tras el primer pulso (16,3±2,2%) redujeron ya 
(p<0,05) el porcentaje de botones silentes tras el segundo pulso (10,4±1,3%) (Figura IV-
22Ca) esta reducción fue mucho mayor tras 4 minutos de perfusión de 8pCpt, (desde 
22,2±5,7% hasta 3,5±1,3%, p<0,01, Figura IV-22Cb). En estas condiciones también se 
observa un aumento en la respuesta de exocitosis-endocitosis promedio (Figura IV-
22B) que es debida a un incremento en el porcentaje de botones activos de 77,8±5,7% 
a 96,5±1,3%, p<0,05, antes y después de 8pCpt, (Figura IV-22Cb). Sin embargo, en 
presencia del inhibidor de PLC U73122, 8pCpt no aceleró la reversión del 
RESULTADOS 
140 
 
silenciamiento (33,1±9,7% y 20,1±4,4%, p>0,05, Figura IV-22Cd). Por tanto, la actividad 
de PLC también parece necesaria para la reversión por 8pCpt del silenciamiento 
inducido por los cannabinoides. 
 
Figura IV-22. El inhibidor específico de PLC U73-122, previene la reactivación acelerada por 8pCpt de los botones 
sinápticos silenciados por HU210. A) Protocolo experimental. B) Respuestas de exo-endocitosis promedio de todos 
los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en las distintas condiciones: HU210 (5µM, 10min)+ 
control; HU210 (5µM, 10min)+8pCpt (50μM, 4min); HU210 (5µM, 10min)/U73122 (2µM, 5min); HU210 (5µM, 
10min)/U73122 (2µM, 9min)+8pCpt (50μM, 4min). Registros a la izquierda (primer pulso de despolarización); 
Registros a la derecha (segundo pulso de despolarización). Los datos fueron obtenidos a partir de (HU210/Control: 
N=8, n=352; HU210/8pCpt: N=8, n=413; HU210/U122 N=8, 263 botones; HU210/U73122 + 8pCpt: N=8, n=462). N, 
nº de cubreobjetos y n,nº de botones sinápticos analizados. C) Comparación de los porcentajes de botones activos y 
silentes en las distintas condiciones experimentales. Diagramas a la izquierda (primer pulso de despolarización); 
Diagramas a la derecha (segundo pulso de despolarización). n.s.p>0,05, * p<0,05, **p< 0,01 t de Student.  
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13. Papel de RIM1α en el silenciamiento 
 
 La proteína Epac2 interacciona con las proteínas de la zona activa Munc13-1 y 
RIM1 (Ozaki et al., 2000; Kwan et al., 2007), que son dos elementos clave de la zona 
activa para la liberación del neurotransmisor. La actividad de Munc13 es esencial para 
que las vesículas sinápticas adquieran plena competencia exocitótica (Betz et al., 1998; 
Rhee et al., 2002), ya que promueve la conformación abierta de la proteína sintaxina, 
lo que permite la formación del complejo SNARE (Ma et al., 2011). Por su parte, las 
proteínas RIM reclutan canales de Ca2+ dependientes de voltaje a la zona activa 
presináptica (Kaeser et al., 2011) y activan a Munc13 mediante la disrupción de los 
homodímeros inactivos de Munc13 (Deng et al., 2011). Además, las proteínas RIM 
regulan el tamaño del compartimento de vesículas dispuestas para ser liberadas 
(Dulubova et al., 2005; Han et al., 2011). De este modo RIM1α determina la extensión 
de la zona activa y la probabilidad de liberación, definiendo así la eficacia sináptica 
(Holderith et al., 2012). 
 Dado que RIM1α también determina la probabilidad de liberación en los 
terminales presinápticos de las células granulares (Kintscher et al., 2013) decidimos 
estudiar el papel de la isoforma mayoritaria RIM1α en el silenciamiento presináptico 
inducido por cannabinoides. Llevamos a cabo experimentos en células granulares que 
provenían de ratones carentes de RIM1α que fueron transfectadas con vGlut1-
pHluorina (KO RIM1α). Otra serie de células transfectadas con vGlut1-pHluorina se 
transfectaron a su vez con un plásmido que codifica para RIM1α con el fin de rescatar 
la función de esta proteína (rescate del KO de RIM1α) y los resultados de ambas series 
se compararon con los ratones de genotipo salvaje (Newton et al., 2006). Realizamos 
experimentos de doble pulso en los que tras un periodo de atemperado de 15min en 
medio HBM se aplicó un primer pulso de 50mM KCl (10seg) y se determinó el número 
de botones silentes. Después de la incubación con HU210 durante 10min, se aplicó un 
segundo pulso de KCl de 10seg (Figura IV-23A), determinando de nuevo el número de 
botones silentes. Este protocolo tiene la ventaja de que permite distinguir físicamente 
los posibles botones sinápticos que son silentes por ausencia de RIM1α de aquellos 
botones que son silenciados por los cannabinoides. En las células de ratón de genotipo 
salvaje, en condiciones control, los dos pulsos de despolarización producen respuestas 
de fluorescencia promedio de magnitud similar (Figura IV-23B) que se corresponden 
con la práctica ausencia de botones sinápticos silentes (1,1±0,5% y 1,3±0,6% tras el 
primer y segundo pulso respectivamente, Figura IV-23E). El tratamiento con HU210 
inhibe la respuesta de exocitosis-endocitosis promedio (Figura IV-23B) porque el 
número de botones sinápticos silentes tras el segundo pulso aumenta 
significativamente (p<0,001) hasta (26,4±6,3%) (Figura IV-23E). Sin embargo, la 
incubación con 8pCpt antes del tratamiento con HU210 (Figura IV-23E) redujo 
significativamente (p<0,05) el número de botones silentes (4,4±2,1%). Hay que señalar, 
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no obstante, que el tratamiento con 8pCpt y HU210, no recuperó completamente la 
respuesta de exocitosis-endocitosis probablemente debido al hecho de que 8pCpt 
aumenta la respuesta de exocitosis-endocitosis promedio en el primer pulso (Figura IV-
23B).  
 
Figura IV-23. Silenciamiento presináptico inducido por HU210 en células granulares de ratón de genotipo salvaje, 
KO para RIM1α y KO para RIM1α y rescatadas con RIM1α. A) Protocolo experimental. B), C) y D) Respuestas de exo-
endocitosis promedio de todos los botones sinápticos normalizada a la respuesta con NH4Cl en las distintas 
condiciones: Control; HU210 (5µM, 10 min) y 8pCpt (50μM, 25min)/HU210. Registros a la izquierda (primer pulso de 
despolarización); registros a la derecha (segundo pulso de despolarización). Porcentaje de botones silentes en 
células WT (E), KO para RIM1α (F) y rescatadas con RIM1α (G). En negro se representa el porcentaje de botones 
silentes condiciones control; en rojo el porcentaje de botones silentes antes y despúes del tratamiento con HU210 
(5µM, 10 min); en azul el porcentaje de botones silentes en células tratadas con 8pCpt (50μM, 25min)/HU210. t de 
Student, * p<0,05, **p< 0,01, ***p <0,001. Los datos fueron obtenidos tras analizar el siguiente nº de cubreobjetos 
(N) y botones sinápticos (n). WT, Control: N=13, n=767;  HU210: N=13, n=707; 8pCpt/HU210: N=14, n=745; KO 
RIM1α, Control: N=11, n=617;  HU210: N=10, n=469; 8pCpt/HU210: N=11, n=508; Rescate KO RIM1α Control: N=8, 
n=445;  HU210: N=8, n=420; 8pCpt/HU210: N=9, n=535. **p< 0,01, *** p<0,001, ANOVA Kruskal-Wallis con test de 
Dunn.  
En las células granulares carentes de RIM1α (KO de RIM1α) se observó un nivel 
de silenciamiento basal mucho más elevado (12,9±3,5%, Figura IV-23F). Sin embargo, 
la transfección de estas células con la proteína RIM1α, restableció un porcentaje bajo 
de botones silentes (0,7±0,5%, Figura IV-23G), similar al de las células de genotipo 
silvestre. El tratamiento con el agonista HU210 (5μM, 10min) aumentó de manera 
significativa el número de botones silentes en las células KO para la proteína RIM1α, 
así como en las células KO para la proteína RIM1α rescatadas hasta un 42,5±8,0% y 
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36,8±9,5%, respectivamente (Figura IV-23F, G). Cabe destacar que el HU210 fue capaz 
de aumentar el número de botones silentes por encima de lo habitual, probablemente 
debido al alto nivel de silentes basales en el caso del KO RIM1α. Es probable que en las 
células de genotipo salvaje los botones silenciados por HU210 sean aquellos que 
tienen un bajo contenido en RIM1α y que por tanto tengan una zona activa inestable o 
poco desarrollada y que la ausencia de RIM1α podría silenciar parte de estos botones y 
hacer vulnerables otros que antes no lo eran y que ahora son silenciados por HU210. 
Además el activador de Epac2 8pCpt fue capaz de prevenir el silenciamiento inducido 
por HU210 (Figura IV-23E, G), pero no de reducir el elevado número de silentes basales 
encontrado en las células carentes de la proteína RIM1α (Figura IV-23F), sugiriendo 
que Epac2 actúa antes de RIM1α en la vía de señalización. Por tanto, los botones 
sinápticos pueden ser silenciados permanentemente como consecuencia de la pérdida 
de proteínas de la maquinaria de liberación esenciales  como la proteína RIM1α 
(silenciamiento basal) o transitoriamente por inhibición de la vía de señalización 
cAMP/Epac2/PLC bajo el control de los receptores CB1 de los cannabinoides.  
 
14. La activación de Epac acerca las vesículas sinápticas a la membrana de 
la zona activa 
 
Estudios previos del laboratorio han analizado la distribución de las vesículas 
sinápticas en los terminales sinápticos de células granulares de cerebelo en cultivo en 
condiciones control y tras el tratamiento con HU210 (5µM, 10min). Estos estudios han 
puesto de manifiesto que el agonista cannabinoide induce un alejamiento de las VSs 
más cercanas a la membrana (en los primeros 10nm) (Ramirez-Franco et al., 2014). 
Este alejamiento de las VSs se observó tanto en células granulares, como en 
sinaptoneurosomas que provenían de ratones de genotipo salvaje, pero no en 
sinaptosomas de ratones carentes del receptor CB1, indicando la implicación de este 
receptor en el proceso. Así, este cambio en la posición de las vesículas podría ser el 
responsable de la ausencia de respuesta exocitótica en los botones silentes.  
 Dado que las proteínas Epac parecían estar implicadas en el silenciamiento 
quisimos estudiar si la activacióon de las mismas era capaz de revertir el efecto de 
HU210 en la distribución de las VSs en las células granulares de cerebelo. Para ello 
realizamos experimentos en los que comparamos la distribucón de la VSs en células 
control que permanecían en medio HBM, en células tratatadas con HU210 (5μM, 
10min) y en células tratadas con 8pCpt (50μM, 15min) y luego con 8pCpt+HU210 
durante 10min más (ver protocolo Figura IV-15 de este apartado). Posteriormente, las 
células se fijaron para su análisis mediante microscopía electrónica de transmisión. Se 
determinaron los porcentajes de VSs en función de su distancia a la membrana en la 
zona activa, así como el número de VSs en los primeros 10nm y el número total de VSs 
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por zona activa (Figura IV-24B, inserto). El tratamiento con HU210 redujo de manera 
significativa (p<0,05) el número de VSs situadas en los primeros 10nm de la membrana 
plasmática de la zona activa, mientras que 8pCpt revirtió este efecto (3,6±0,2; 0,5±0,1 
y 3,7±0,3 vesículas sinápticas en células control, tratadas con HU210 y tratadas con 
8pCpt/HU210, respectivamente, Figura IV-24). El número total de vesículas no se 
alteró con los distintos tratamientos. De este modo parece probable que el efecto de 
reversión del silenciamiento tras el tratamiento con 8pCpt sea debido al acercamiento 
de las VSs a la zona activa tras la activación de las proteínas Epac. 
 
 
Figura IV-24. 8pCpt revierte el alejamiento de las vesículas sinápticas de la membrana de la zona activa inducido por 
HU210. A) Imágenes representativas de la distribución de las vesículas sinápticas en condiciones control, tras el 
tratamiento con HU210 (5μM, 10min) o 8pCpt (50µM, 15min) y HU210 (5μM, 10min). Escala 150nm. B) 
Cuantificación del porcentaje de vesículas por zona activa en función de la distancia a la membrana plasmática. La 
figura insertada representa el nº de VSs que se encuentran a menos de 10nm de la membrana. C) Cuantificación del 
número medio de vesículas por sinapsis en las tres condiciones estudiadas. Los datos fueron obtenidos a partir de n 
(número de sinapsis analizadas): Control: n=41; HU210: n=41 y 8pCpt/HU210 n=41. *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001 
ANOVA con test de Bonferroni. 
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V DISCUSIÓN 
 
1. La activación prolongada del receptor CB1 induce el silenciamiento 
presináptico 
 
La acción inhibidora de los cannabinoides sobre la liberación de 
neurotransmisor se debe a la disminución de la entrada de calcio por la inhibición de 
los canales dependientes de voltaje y a la reducción de los niveles de AMPc en el 
compartimento presináptico por la inhibición de las subunidades αi de proteínas G 
sobre la AC (Kreitzer y Regehr, 2001; Brown et al., 2004; Chevaleyre et al., 2007). Los 
resultados obtenidos muestran que 10 minutos de tratamiento con el agonista 
cannabinoide HU210 llevan a una disminución de la descarga de la sonda FM-43 
atribuible al silenciamiento de los botones sinápticos ya que el déficit de descarga tras 
el tratamiento con los cannabinoides persiste con estimulaciones prolongadas que 
deberían revertir la inhibición mediada por reducción de la actividad de canales de Ca2+ 
Nos planteamos también si una activación más corta del receptor (40 segundos) podía 
inducir el silenciamiento presináptico. Además, los experimentos se llevaron a cabo a 
diferentes concentraciones de calcio, para corroborar que el posible silenciamiento 
persistía a altas concentraciones de calcio extracelulares. Los resultados muestran  que 
el tratamiento corto (40 segundos) con cannabinoides no indujo silenciamiento que 
pudiéramos asociar específicamente a la activación de estos receptores. De hecho 
tampoco se observó una inhibición clara de la exocitosis, que fuese revertida por una 
estimulación más intensa, lo que denotaría la presencia de un componente de 
liberación por cannabinoides debido a una reducción de la entrada de Ca2+. Estos 
resultados concuerdan con los obtenidos mediante experimentos con vGlut1-
pHluorina que confirman que la inducción del silenciamiento requiere tiempos de 
activación del receptor CB1 de cannabinoides prolongados y es independiente de la 
concentración de Ca2+ extracelular (Ramírez-Franco et al, 2014). 
No obstante, sí se observó un silenciamiento que fue inversamente 
proporcional a la concentración extracelular de Ca2+  y por tanto, dependiente más de 
la eficiencia de la estimulación a la hora de inducir la liberación de neurotransmisor, 
que del tratamiento con cannabinoides. En este sentido, cuanto menor es la 
concentración de Ca2+ mayor es el número de número de botones silentes aunque este 
silenciamiento parece independiente de la presencia del agonista cannabinoide. Este 
dato subraya la necesidad de estimulaciones intensas para poder distinguir los botones 
sinápticos que son verdaderamente silentes de aquellos que presentan una baja 
probabilidad de liberación (Cousin y Evans, 2011).  
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En esta Tesis Doctoral hemos encontrado que el silenciamiento presináptico se 
asocia a una disminución de los niveles de AMPc que afecta a la maquinaria exocitótica 
por depresión de una vía de señalización AMPc/Epac/PLC/RIM iniciada por el receptor 
CB1 y que termina afectando a la distribución de las vesículas sinápticas en las 
proximidades de la membrana presináptica en la zona activa. El silenciamiento 
inducido por los cannabinoides se asocia a una disminución de los niveles de AMPc por 
debajo de los niveles basales, de ahí el requerimiento de un tratamiento con el 
agonista cannabinoide suficiente para producir una inhibición prolongada de la 
adenilato ciclasa y así lograr una disminución neta de los niveles de AMPc por acción 
de las fosfodiesterasas de este nucleótido.  
 
2. Marcadores presinápticos de la susceptibilidad al silenciamiento 
 
Las acciones a largo plazo de los cannabinoides sobre la liberación de 
neurotransmisor afectan en última instancia a la maquinaría exocitótica (Schoch et al., 
2002; Castillo et al., 2012). Hemos evaluado la posible relevancia de algunas proteínas 
presinápticas que son fundamentales en el mecanismo de liberación de 
neurotransmisores, como marcadores de susceptibilidad al silenciamiento por 
cannabinoides. Para ello realizamos experimentos funcionales con la sonda FM1-43 
para identificar los botones silenciados por el tratamiento con HU210 seguidos de 
experimentos de inmunocitoquímica post-hoc (Bartolome-Martin et al., 2012; Ramirez-
Franco et al., 2013), para determinar de manera semi-cuantitativa los niveles de 
inmunorreactividad de estas proteínas. Se analizaron las proteínas de la maquinaria 
exocitótica RIM1α y Munc13-1 que tienen un papel central en la liberación de 
neurotransmisor. Las proteínas RIM organizan la zona activa ya que interaccionan 
directa o indirectamente con el resto de las proteínas de la zona activa (Sudhof 2012), 
reclutan canales de Ca2+ en los sitios de liberación (Kaeser et al., 2011) e inducen la 
formación de un heterómero activo con Munc13 (Deng et al., 2011). Por su parte, las 
proteínas Munc13 son esenciales para la preparación de las vesículas para la 
exocitosis, lo que se conoce como el proceso de priming de las vesículas (Augustin et 
al., 1999; Varoqueaux et al., 2002), ya que promueven la conformación abierta de la 
proteína sintaxina permitiendo el inicio de la formación del complejo SNARE 
(Richmond et al., 2001; Ma et al., 2013). Analizamos también por inmunocitoquímica 
el contenido en el receptor CB1 de los botones sinápticos con el fin de relacionar el 
silenciamiento presináptico inducido por los cannabinoides con el grado de expresión 
del propio receptor CB1. 
 
Los resultados muestran que existe una correlación positiva entre el grado de 
descarga de la sonda FM1-43 y el contenido de la proteína RIM1α y que esta 
correlación es mucho más fuerte cuando se considera la relación o cociente entre el 
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contenido en receptor CB1 y el contenido en proteína RIM1α de los botones 
sinápticos. De manera que los botones sinápticos con un menor contenido de la 
proteína RIM1α y un mayor contenido en el receptor CB1 parecen ser más susceptibles 
a ser silenciados. Si tenemos en cuenta las funciones fundamentales RIM1α en relación 
de la liberación de neurotransmisores como la de reclutar canales de Ca2+ en la zona 
activa o la de promover un heterodímero activo con Munc13 o la formación del 
complejo tripartito con Munc13-1 y Rab3A para permitir el acercamiento de las 
vesículas a la membrana, denominado proceso de docking, cabría pensar que los 
botones sinápticos con un bajo contenido en RIM1α podrían tener menos vesículas 
dispuestas en la proximidades de la membrana y una menor probabilidad de 
liberación.  
 
No obstante resultó un tanto sorprendente la ausencia total de correlación 
entre el grado  de descarga de la sonda FM1-43 y el grado de expresión de la proteína 
Munc13-1 dado su papel esencial en la preparación de las vesículas sinápticas para la 
fusión (Augustin et al., 1999; Varoqueaux et al., 2002). La actividad de esta proteína 
está modulada por su interacción con DAG (Rhee et al., 2002), así como por calcio 
(Shin et al., 2010) y calmodulina (Junge et al., 2004). El DAG promueve la translocación 
de Munc13-1 del citosol a la membrana (Betz et al., 1998; Rhee et al., 2002) lo que 
permite su interacción con RIM1α y la formación del heterodímero activo para la 
acción de priming (Kaeser et al., 2011). De este modo es posible que los niveles totales 
de Munc13, que son los reconocidos por el anticuerpo, no se correlacionen con el 
grado de descarga de la sonda FM1-43, mientras que es probable que la fracción de 
Munc13-1 asociada a la membrana y a la proteína RIM1α sea más relevante a la hora 
de señalar el grado de descarga y por tanto la susceptibilidad al silenciamiento por 
cannabinoides. 
 
Por tanto, estos datos parecen indicar que el contenido en la proteína RIM1α es 
un buen determinante de la capacidad de exocitosis de los botones sinápticos 
(Ramirez-Franco et al., 2014) y que un alto contenido en el receptor CB1 así como un 
bajo contenido en la proteína RIM1α podrían constituir la etiqueta molecular de los 
botones sinápticos susceptibles de ser silenciados por los cannabinoides.  
 
3. Transitoriedad del silenciamiento y relevancia fisiológica 
 
La activación del receptor CB1 inhibe la liberación de neurotransmisor tanto  a 
corto, como a largo plazo. Los efectos a corto plazo (STD, del inglés Short-Term 
Depression) están relacionados con la inhibición de la entrada de calcio por los canales 
de calcio dependientes de voltaje, así como con activación de la salida de potasio por 
apertura de los canales rectificadores de potasio (Mackie et al., 1995; Guo y Ikeda 
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2004). Por otro lado, en la depresión a largo a plazo (LTD, del inglés Long Term 
Depression) parece estar implicada la inhibición de la adenilato ciclasa (AC) y la 
disminución de los niveles de AMP cíclico (Chevaleyre et al., 2007; Mato et al., 2008; 
Yasuda et al., 2008; Heifets y Castillo 2009). La reducción en los niveles de este 
mensajero se ha asociado a cambios persistentes sobre la maquinaría exocitótica 
(Schoch et al., 2002; Azad et al., 2004; Heifets y Castillo 2009; Tsetsenis et al., 2011; 
Castillo et al., 2012). Además la inducción de la LTD requiere tiempos de activación del 
receptor CB1 mucho mayores que los requeridos en la inducción de los fenómenos de 
STD (Chevaleyre y Castillo, 2003; Ronesi et al., 2004). 
Los cannabinoides están implicados en la LTD de las sinapsis que se establecen 
entre las fibras paralelas y las neuronas de Purkinje (Kreitzer y Regehr 2001; Safo y 
Regehr 2005; Carey et al., 2011). En estas sinapsis la activación de los receptores CB1 
induce el fenómeno de la LTD pero no es suficiente para su mantenimiento que parece 
necesitar un componente postsináptico. Es probable que la activación prolongada del 
receptor CB1 en la fase de inducción sea capaz de inducir el silenciamiento de algunas 
fibras paralelas, aunque en los experimentos de electrofisiología es difícil distinguir el 
fenómeno a nivel de botones sinápticos individuales ya que las respuestas 
postsinápticas reflejan normalmente la respuesta de muchas aferentes. Los agonistas 
cannabinoides deprimen la transmisión sináptica de las fibras paralelas sobre las 
células de Purkinje (Safo y Regehr 2005). Dada la baja probabilidad de liberación  de las 
fibras paralelas in vivo (Dittman et al., 2000) es probable que la inducción de LTD en 
estas sinapsis conlleve el silenciamiento de algunos botones sinápticos tras la adición 
de los cannabinoides.  
Una característica del silenciamiento inducido por cannabinoides que hace 
posible su participación en la fase de inducción de la LTD en las sinapsis entre las 
células granulares y las células de Purkinje es la transitoriedad del mismo. Para 
distinguir si el silenciamiento era un fenómeno irreversible o podía ser revertido tras la 
retirada del agonista realizamos experimentos en los observamos que el 
silenciamiento inducido por los cannabinoides se revertía de forma espontánea 20 
minutos después del lavado del agonista. El tiempo requerido para reversión fue 
independiente del número de botones silentes. Cabe mencionar, que aunque el 
silenciamiento inducido por los cannabinoides comparta características con los 
botones silenciados tras una despolarización prolongada (Moulder et al., 2004; 
Moulder et al., 2006; Crawford et al., 2011), hay que señalar que es este último caso el 
fenómeno de silenciamiento es irreversible y supone una eliminación definitiva de 
sinapsis funcionales. Por tanto, nuestros datos sugieren que el silenciamiento inducido 
por los cannabinoides es un fenómeno reversible, independientemente del grado de 
silenciamiento que se induce y que los botones silenciados después de un tiempo se 
convierten en botones sinápticos activos. Por lo tanto, el silenciamiento es un proceso 
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de plasticidad dinámico, ya que puede ser modulado de manera bidireccional en 
periodos de tiempo relativamente cortos. 
Otra característica del silenciamiento inducido por cannabinoides que subraya 
una posible relevancia fisiológica del fenómeno es que no solamente se observa tras la 
estimulación farmacológica de los receptores CB1, sino también con el agonista 
endógeno 2-araquidonilglicerol (2-AG). No obstante, la sóla adición de 2-AG aunque 
indujo una disminución de la respuesta exocitótica global, no incrementó de manera 
significativa el porcentaje de botones silentes probablemente debido al hecho que los 
cannabinoides endógenos, a diferencia de los sintéticos, son susceptibles de ser 
degradados. Ahora bien, cuando combinamos el tratamiento de 2-AG con un inhibidor 
de la monoacilglicerol lipasa, MGL, enzima que degrada este endocannabinoide in vivo 
(Dinh et al., 2002; Dinh et al., 2004; Vandevoorde y Lambert 2007), observamos que el 
agonista endógeno 2-AG llevaba a un aumento significativo del número de botones 
silentes. 
Probablemente el fenómeno de LTD asociado a las sinapsis entre las células 
granulares de cerebelo y las células de Purkinje esté relacionado con el control de la 
actividad motora. La plasticidad de la transmisión sináptica de las fibras paralelas en la 
capa molecular del cerebelo regula el aprendizaje del movimiento y los fallos en la 
transmisión de estas sinapsis tiene efectos drásticos en los paradigmas de aprendizaje 
motor (Evans 2007). Además los registros en rodajas de cerebelo de ratas adultas 
sugieren que la gran mayoría (alrededor de un 80%) de las sinapsis entre las fibras 
paralelas y las células de Purkinje son silentes (Isope y Barbour 2002) y las predicciones 
teóricas de remodelación de la corteza cerebelar indican la necesidad de la activación 
de sinapsis silentes en el aprendizaje motor (Porrill y Dean 2008). Así, el silenciamiento 
y la activación de botones silenciados previamente podría ser un proceso importante 
en el aprendizaje motor. 
 
4. Silenciamiento y AMPc 
 
El AMPc es importante para el mantenimiento de la actividad presináptica dado 
que el aumento en los niveles de este mensajero potencia la liberación del 
neurotransmisor en diferentes sinapsis (Weisskopf et al., 1994; Herrero y Sanchez-
Prieto 1996; Huang y Hsu 2006) así como el número de sitios de liberación funcionales 
(Bolshakov et al., 1997; Ma et al., 1999). Las acciones a largo plazo de la activación del 
receptor de cannabinoides de tipo 1 de depresión prolongada de la transmisión 
sináptica (LTD) también se han relacionado con la inhibición de la adenilato ciclasa y 
con cambios en los niveles de AMPc (Chevaleyre et al., 2007; Mato et al., 2008; Yasuda 
et al., 2008; Heifets y Castillo 2009). El aumento de los niveles de AMPc aumenta el 
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número de sitios de liberación funcionales (Bolshakov et al., 1997; Ma et al., 1999) lo 
que sugiere su implicación en la reactivación de botones sinápticos silentes. En este 
mismo contexto, trabajos previos han relacionado el silenciamiento presináptico con 
una disminución en los niveles de este segundo mensajero. Así, el aumento de los 
niveles de AMPc con forskolina previene la inducción del silenciamiento mediante una 
despolarización crónica (Moulder et al., 2008), la activación prolongada del receptor 
CB1 de cannabinoides (Ramirez-Franco et al., 2014) o durante el desarrollo (Yao et al., 
2006). Por esa razón nos planteamos si una reducción en los niveles de este mensajero 
era la responsable del silenciamiento presináptico inducido por los cannabinoides. 
Nuestros datos muestran que la inhibición de la AC con SQ22536 en el cultivo primario 
de neuronas granulares redujo los niveles basales de AMPc y esto se relaciona con un 
aumento en el número de botones sinápticos silentes. La inhibición de la adenilato 
ciclasa con SQ2236 ocluyó la acción del agonista cannabinoide para inducir el 
silenciamiento, aunque en esta misma condición se observó una disminución mayor en 
los niveles de AMPc lo que sugiere que no toda la actividad de la AC está bajo el 
control del receptor CB1.  
 
5. Implicación de la proteína Epac2 en el silenciamiento 
 
La falta de capacidad para liberar el neurotransmisor en los botones silentes 
podría estar determinada por defectos de la maquinaria exocitótica. El fenómeno del 
silenciamiento presináptico ha sido relacionado con la disminución en los niveles de 
varias proteínas presinápticas de la zona activa como RIM y Munc13 (Jiang et al., 2010; 
Lazarevic et al., 2011), así como con una disminución del grupo de vesículas listas para 
ser liberadas (Moulder et al., 2004; Ramirez-Franco et al., 2014). Además los botones 
sinápticos con un contenido bajo en RIM1α son más susceptibles a ser silenciados tras 
la activación del receptor de cannabinoides de tipo 1 (Ramirez-Franco et al., 2014). Sin 
embargo, la cascada de señalización que relaciona la disminución de los niveles de 
AMPc con las alteraciones de la maquinaria exocitótica para impedir la liberación de 
neurotransmisor no está del todo esclarecida.  
Las proteínas Epac están implicadas en la potenciación de la exocitosis en 
distintos tipos de células y tejidos no neurales como células secretoras de insulina 
(Kwan et al., 2007), melanocitos de la pituitaria (Sedej et al., 2005) y la reacción 
acrosómica de los espermatozoides (Branham et al., 2009). Las proteínas Epac también 
se han relacionado con la potenciación de la transmisión sináptica en el sistema 
nervioso central. Así, las proteínas Epac juegan un papel crucial como efectores del 
AMPc en la potenciación de la transmisión sináptica (Kaneko y Takahashi 2004; Gekel y 
Neher 2008), en el reclutamiento de las vesículas sinápticas a la zona activa (Sakaba y 
Neher 2003), en la liberación espontánea e inducida (Yang et al., 2012). Del mismo 
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modo están implicadas en procesos presinápticos de plasticidad (Fernandes et al., 
2015), en la potenciación de la liberación de glutamato dependiente del recetor β-
adrenérgico (Ferrero et al., 2013) y en el aprendizaje espacial (Yang et al., 2012).  
Trabajos previos del laboratorio en células granulares de cerebelo han 
demostrado que el activador de la adenilato ciclasa forskolina previene por completo 
la inducción del silenciamiento por HU210 y que este efecto se mantenía incluso en 
presencia del inhibidor de proteína quinasas H89, lo que sugiere la participación de un 
mecanismo independiente de la proteina quinasa dependiente de AMPc o PKA 
(Ramírez-Franco et al., 2014). Además, también se ha descrito que el activador 
específico de la PKA, 6-benzoil-cAMP, no es capaz de revertir la inducción del 
silenciamiento, indicando un papel limitado de esta quinasa en el proceso (Ramirez-
Franco et al., 2014). Así nos planteamos profundizar en el mecanismo por el que Epac 
actúa sobre la maquinaría exocitótica.  
Los experimentos con siARN para reducir la expresión de Epac2 en las células 
granulares de cerebelo mostraron la incapacidad del activador de Epac 8pCpt para 
revertir el silenciamiento inducido por HU210. Sin embargo, el tratamiento con siARN 
no indujo por sí mismo el silenciamiento de los botones sinápticos probablemente por 
la actividad remanente de Epac que es un 26,7% del control. Esta resistencia al 
silenciamiento incluso con bajos niveles de Epac se relaciona con la fuerte reducción 
de los niveles de AMPc que se requiere para inducir dicho silenciamiento. Por ello, 
recurrimos a la inhibición farmacológica de Epac y encontramos que el inhibidor 
específico de Epac2 ESI05 no sólo anuló la capacidad de 8pCpt de prevenir el 
silenciamiento  inducido por el agonista cannabinoide sino que también aumentó el 
número de botones silentes. Además la inhibición farmacológica de la proteína Epac2 
también anuló la capacidad de 8pct de acelerar la activación de botones sinápticos 
previamente silenciados por los cannabinoides. Por lo contrario, la disminución de la 
expresión de Epac1 no afectó la capacidad de 8pCpt de prevenir el silenciamiento, lo 
que descarta la implicación de esta isoforma Epac1. Estos datos sugieren que la 
disminución en los niveles de AMPc observados como causa del silenciamiento 
presináptico inducido por los cannabinoides se traduce a su vez en una fuerte 
reducción de la actividad de Epac2 que debe afectar a la maquinaria exocitótica.  
 
6. Implicación de la PLC en el silenciamiento presináptico 
 
La inhibición de Epac2 aumenta el número de botones silentes, mientras que su 
activación acelera el despertar de botones previamente silenciados por la estimulación 
del receptor CB1. Esto sugiere que la señalización dependiente de AMPc mediada por 
Epac2 determina el estado activo/silente de los botones sinápticos en nuestro modelo 
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de estudio. Sin embargo, se desconoce el mecanismo de señalización de las proteínas 
Epac2 en la presinapsis en relación con la trasmisión sináptica.  
Nuestros resultados muestran un nexo entre la actividad de las proteínas Epac 
y la proteína que hidroliza PIP2, PLC. Así hemos observado que el inhibidor de PLC 
U73122 aumentó el número de botones silentes y anuló la capacidad del activador de 
Epac 8pCpt de prevenir el silenciamiento. Del mismo modo el inhibidor de PLC afectó a 
la capacidad de 8pCpt de acelerar la activación de botones previamente silenciados 
por HU210, lo que sugiere la implicación de esta proteína en la vía de señalización del 
AMPc en alguna etapa posterior a Epac2. La relación entre Epac y PLC se ha 
demostrado en células secretoras β-pancreáticas (Kwan et al., 2007; Dzhura et al., 
2011), en la exocitosis de los espermatozoides (Branham et al., 2009; Lucchesi et al., 
2016) y en sinaptosomas de corteza cerebral (Ferrero et al., 2013). La relación entre 
Epac y PLC parece radicar en el hecho de que la actividad de intercambio de guanina 
de las proteínas Epac activa proteínas G monoméricas de la superfamilia de proteínas 
Ras como Rap1 y Rap2 (Kawasaki et al., 1998) que se unen y activan a la PLCε (Schmidt 
et al., 2001). En sistemas secretores no neuronales la actividad de PLCε es necesaria 
para la secreción de insulina (Dzhura et al., 2011). En sinaptosomas de corteza de 
cerebro la potenciación de la liberación inducida por la activación de receptores β-
adrenérgicos también requiere de la actividad de PLC ya que esta potenciación se 
anula con el inhibidor de esta enzima (Ferrero et al., 2013) lo que sugiere que el 
aumento de AMPc proporcionado por el receptor β-adrenérgico activaría la proteína 
Epac que a su vez activaría PLC promoviendo la hidrolisis de fosfoinosítidos. Esto 
resultaría en la producción de DAG que su vez activaría/translocaría Munc13-1 a la 
membrana de la zona activa. Además, tanto la activación del receptor β-adrenérgico 
con el agonista isoproterenol como la activación de Epac con 8pCpt incrementan la 
acumulación de IP1 derivado del IP3 generado por la actividad de PLC (Ferrero et al., 
2013). Finalmente, la activación del receptor β-adrenérgico potencia la interacción 
entre Rab3A y RIM1α (Ferrero et al., 2013). La relación de la proteína Epac2 con la 
maquinaria exocitótica se ha demostrado también por su interacción con la proteína 
de la zona activa RIM1α (Ozaki et al., 2000; Branham et al., 2009) y por el hecho de 
que los ratones carentes de Epac2 muestran niveles reducidos de algunas proteínas 
presinápticas como la proteína de andamiaje CASK, la proteína de membrana de las 
vesículas sinápticas sinaptoporina y la proteína asociada a vesículas Rab3A (Fernandes 
et al., 2015). 
Por tanto, la relación funcional entre las actividades de Epac y PLC sugiere una 
posible explicación de cómo esta vía de señalización podría interferir con la maquinaria 
exocitótica para silenciar los botones sinápticos.  Así, la generación de DAG activaría la 
proteína Munc13 translocándola a la membrana lo que a su vez promovería el anclaje 
de las vesículas sinápticas en las proximidades de la zona activa por medio de la 
formación del complejo tripartito Munc13/RIM1/Rab3 (Dulubova et al., 2005). La 
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activación de Munc13 por el DAG promovería su actividad para habilitar a las vesículas 
sinápticas la para fusión, lo que se conoce como actividad de priming, que requiere la 
presencia de las proteínas RIM (Gracheva et al., 2008; Kaeser et al., 2011), y que 
parece radicar en la adopción de una conformación abierta de la proteina sintaxina-1 
(Richmond et al., 2001; Ma et al., 2013) para promover la formación del complejo 
SNARE entre sintaxina-1, SNAP-25 y sinaptobrevina.  
Se podría pensar que la inducción de silenciamiento sináptico tras la activación 
prolongada del receptor de cannabinoides de tipo 1 es una consecuencia de la 
disminución de los niveles de AMPc y de la actividad de Epac2 que da lugar a una 
menor actividad de PLC y producción de DAG lo que resultaría en una menor 
translocación de Munc13 a la membrana. La falta de Munc13 en membrana limitaría la 
interacción de Munc13-1 para formar el complejo trimérico Munc13/RIM1/Rab3, 
disminuyendo así tanto el anclaje como la maduración de las vesículas sinápticas (Betz 
et al., 2001; Dulubova et al., 2005; Deng et al., 2011; Ma et al., 2011). Esto además 
está de acuerdo con lo observado en los experimentos de microscopía electrónica 
donde se ha encontrado una disminución en el número de vesículas cercanas a 
membrana de la zona activa tras la activación prolongada del receptor CB1 de 
cannabinoides (Ramirez-Franco et al., 2014). 
 
7. RIM1α como diana de la maquinaria exocitótica del silenciamiento 
 
Dado que RIM1α influye en la probabilidad de liberación de neurotransmisor en 
los terminales presinápticos de las células granulares (Kintscher et al., 2013) decidimos 
estudiar el papel de la isoforma mayoritaria RIM1α en el silenciamiento presináptico 
inducido por cannabinoides en ratones de genotipo silvestre y en ratones carentes de 
esta proteína. Los resultados mostraron que las células granulares de cerebelo de 
ratones de genotipo salvaje prácticamente no tienen botones silentes, mientras que 
las mismas células obtenidas a partir de ratones carentes de RIM1α tienen un nivel 
basal de botones silentes más elevado. Sin embargo, el recate de la función de RIM1α 
en las células carentes de esta proteína fue capaz de revertir el silenciamiento  basal 
observado en los botones sináptico de ratones RIM1α KO. Estos datos están de 
acuerdo con el papel esencial de las proteínas RIM en la liberación de neurotransmisor 
(Koushika et al., 2001; Schoch et al., 2002; Schoch et al., 2006; Kaeser et al., 2008; 
Kintscher et al., 2013).   
Las proteínas RIM son proteínas multidominio que juegan un papel central en la 
organización de la zona activa (Mittelstaedt et al., 2010). RIM1α y RIM2α contienen 
todos los dominios RIM incluidos los dominios de unión a Rab3 y Munc13-1 (Schoch et 
al., 2006). A pesar de que RIM2α se expresa conjuntamente con RIM1α en varios tipos 
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celulares incluidas las células granulares de cerebelo (Schoch et al., 2006), RIM2α no 
compensa la falta de RIM1α en estas células. Así, la falta de RIM1α afecta a la 
liberación de neurotransmisor (Schoch et al., 2002; Calakos et al., 2004), la 
probabilidad de liberación de neurotransmisor, la plasticidad a corto plazo y el tamaño 
del pool de vesículas listas para ser liberadas (Schoch et al., 2002; Calakos et al., 2004). 
Las isoformas largas de RIM ayudan a la maduración de las vesículas sinápticas 
mediante el reclutamiento y la estabilización de las proteínas Munc13 a la membrana 
de la zona activa (Betz et al., 2001; Deng et al., 2011). Por tanto es posible que la falta 
de RIM1α reduzca el número de sitios de liberación. Las proteínas RIM además 
localizan los canales de Ca2+ en la zona activa (Kaeser et al., 2011) y la falta de RIM1α 
también causa una entrada menor de Ca2+ en células granulares de cerebelo (Kintscher 
et al., 2013). Además los botones sinápticos con un contenido bajo en RIM1α son más 
susceptibles a ser silenciados tras la activación del receptor de cannabinoides de tipo 1 
(Ramirez-Franco et al., 2014). 
Además hemos encontrado que en las células granulares de cerebelo carentes 
de RIM1α la activación prolongada del receptor CB1 todavía es capaz de inducir más 
silenciamiento a pesar de los altos niveles de silenciamiento basal. Parece pues 
probable no sólo que RIM2α no sustituye completamente la función de RIM1α, como 
demuestra la existencia de botones silentes basales en las células procedentes de los 
ratones carentes de esta  última proteína, sino que también muchos botones 
sinápticos de estas células tienen una maquinaria exocitótica debilitada susceptible de 
ser silenciada por el tratamiento con los cannabinoides. Es probable que algunos 
botones sinápticos de las células carentes de RIM1α muestren defectos en la 
maquinaria exocitótica como consecuencia de una entrada reducida de la entrada de 
calcio, de la reducción del pool de vesículas listas para ser liberadas y del 
desacoplamiento entre la entrada de calcio y la exocitosis provocado por el aumento 
de la distancia entre la fuente de calcio y el sensor del mismo.  
Otro resultado de interés es que los botones sinápticos silentes como 
consecuencia de la carencia RIM1α son insensibles a la activación de la proteína Epac 
por 8pCpt lo que sugiere que esta proteína se sitúa en alguna etapa anterior de las 
proteínas RIM en la cascada de señalización. Sin embargo, el silenciamiento inducido 
por la activación prolongada de los receptores de cannabinoides sí que es prevenido 
completamente por la activación de Epac. Por tanto nuestros muestran que los 
botones sinápticos de la células granulares pueden ser silenciados de forma 
permanente por una pérdida de proteínas esenciales para la maquinaria de liberación 
como RIM1α (silentes basales) o de manera transitoria por la regulación a la baja de la 
vía AMPc/Epac2/PLC causada por una activación sostenida del receptor CB1. 
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8. Redistribución de las vesículas sinápticas 
 
Estudios previos de nuestro grupo han analizado la distribución de las vesículas 
sinápticas en los terminales sinápticos de cultivos de células granulares de cerebelo en 
condiciones control y tras el tratamiento con HU210 durante 10 minutos, encontrando 
que los cannabinoides inducen la retirada (primeros 10nm) de las vesículas sinápticas 
de las proximidades de la membrana en la zona activa (Ramirez-Franco et al., 2014). 
De manera que este desacoplamiento de la exocitosis por retirada de las vesículas 
sinapticas podría explicar por sí mismo el silenciamiento presináptico, ya que incluso 
una entrada de Ca2+ normal en el botón sináptico fallaría a la hora de producir la 
exocitosis.  
En el presente estudio también analizamos la distribución de las vesículas 
sinápticas para determinar si la prevención del silenciamiento inducido por los 
cannabinoides que se observa tras la activación de las proteínas Epac con 8pCpt se 
correlaciona con los efectos en la distribución de vesículas. Los resultados indican que 
mientras que el número de VSs localizadas a menos de 10nm de la membrana 
plasmática en la zona activa disminuyó significativamente tras el tratamiento con 
HU210, este efecto fue revertido tras el tratamiento con 8pCpt. Por tanto, parece 
probable que la causa final del silenciamiento es la retirada de las VSs de la membrana 
y el fallo de la exocitosis tras la despolarizacion de los terminales sinapticos. Además 
nuestros resultados prueban que los receptors acoplados a proteínas G pueden 
modular la probabilidad de liberación cambiando la distribución de las vesículas 
sinápticas y que esta acción está mediada por cambios en los niveles de AMPc. 
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VI CONCLUSIONES 
 
1. El silenciamiento presináptico requiere la activación prolongada del receptor CB1 
mediante agonistas exógenos o endógenos 
 
2. El silenciamiento inducido por los agonistas cannabinoides es un proceso 
reversible, que puede ser modulado bidireccionalmente por lo que podría tener 
relevancia fisiológica  
 
3. La disminución de los niveles de AMPc aumenta el porcentaje de botones silentes 
y ocluye el silenciamiento inducido por HU210 
 
4. Los inhibidores de la proteína Epac2 y de la fosfolipasa C aumentan el porcentaje 
de botones silentes y anulan la capacidad de 8pCpt de prevenir y revertir el 
silenciamiento 
  
5. La proteína presináptica RIM1α parece clave en el proceso del silenciamiento, ya 
que su ausencia aumenta significativamente el número de botones silentes 
 
6. El silenciamiento presináptico inducido por los cannabinoides es el resultado de 
una señalización disminuida de la vía AC/AMPc/Epac2/PLC que causa el 
alejamiento de las vesículas sinápticas de la membrana plasmática de la zona 
activa 
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